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RESUMO

Este trabalho relata o preparo de uma pasta de carbono baseada em grafite em
flocos, negro de fumo, resina Vinisol® e poli(4-aminofenol) para utilizagdo como
superficie de eletrodo de trabalho, com aplicagdo na area de biossensores. O objetivo
central do trabalho foi a aplicagdo desta pasta de carbono no desenvolvimento do
eletrodo de trabalho com materiais de baixo custo, entre eles um fio de cobre, uma
ponteira universal de polipropileno, capa de acrilico de CD-ROM e a pasta de carbono.
O poli(4-aminofenol) foi preparado por oxidagdo por via quimica do mondmero com
persulfato de amdénio em uma propor¢ao 1:10 mondmero:oxidante e caracterizado por
espectroscopia no infravermelho, analise reologica de viscosidade, difratometria de
raio-X, microscopia eletronica de varredura e voltametria ciclica. A pasta de carbono ¢
composta de materiais carbonaceos, uma resina ¢ o poli(4-aminofenol), foi preparada a
temperatura ambiente sob agitacdo mecanica e ultrassom e caracterizada pelas mesmas
técnicas utilizadas para caracterizagdo do poli(4-aminofenol). A pasta de carbono
desenvolvida foi utilizada como superficie eletrodica de um eletrodo de trabalho
desenvolvido artesanalmente, no qual utilizou-se materiais de baixo custo, entre eles
uma ponteira universal de polipropileno de 200 [1L, um fio de cobre de 1,5 mm e capa
de acrilico provinda de CD-ROM. Foi efetuada a imobilizagdo de oligonucleotideos
(sonda de poli[GA] sobre a superficie do eletrodo e, em sequéncia, a interagdo com o
alvo complementar poli[CT]), sendo confirmada a ocorréncia de hibridizagdo entre os
oligonucleotideos por voltametria de pulso diferencial, indicando que este eletrodo de
trabalho apresenta potencial para sua aplicagdo como superficie eletrodica para

desenvolvimento de biossensores eletroquimicos.

Palavras chave: Poli(4-aminofenol). Pasta de carbono. Eletrodo de trabalho.

Biossensores.



ABSTRACT

This work reports the preparation of a carbon paste based on carbon flake, carbon black,
Vinisol® resin and poly (4-aminophenol) for use as a working electrode surface, with
application in the biosensor area. The main objective of this study was the application of
this carbon paste in the development of the working electrode with low cost materials,
including a copper wire, a universal polypropylene tip, acrylic CD-ROM cover and
carbon paste. The poly (4-aminophenol) was prepared by chemical oxidation of the
monomer with ammonium persulfate in a ratio of 1:10 monomer: oxidant and
characterized by infrared spectroscopy, rheological viscosity analysis, X-ray
diffractometry, scanning electron microscopy and cyclic voltammetry. The carbon paste
is composed of carbonaceous materials, a resin and poly (4-aminophenol), was prepared
at room temperature under mechanical stirring and ultrasound and characterized by the
same techniques used for the characterization of poly (4-aminophenol). The developed
carbon paste was used as the electrode surface of a handcrafted working electrode in
which low cost materials were used, among them a universal 200 puL polypropylene tip,
a 1.5 mm diameter copper wire and Acrylic cover from CD-ROM. Immobilization of
oligonucleotides (poly [GA] probe on the surface of the electrode and, in sequence,
interaction with the complementary poly [CT] target) was carried out, confirming the
occurrence of hybridization between oligonucleotides by differential pulse voltammetry,
indicating that this work electrode presents potential for its application as an electrode

surface for the development of electrochemical biosensors.

Keywords: Poly(4-aminophenol). Carbon paste. Working electrode. Biosensors.
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CTAB - Brometo de cetrimonio (Cetrimonium bromide)

PTFE — Politetrafluoretileno (Polytetrafluoroethylene)

PET — Tereftalato de polietileno (Polyethylene terephthalate)

SPE — Eletrodos impressos serigraficamente (Screen Printing Electrode)
FPE — Filmes poliméricos impressos

PTF — Filmes poliméricos impressos (Polymer Thick Films)

HOMO - Orbital molecular ocupado de maior energia (Highest Occupied Molecular
Orbital)

LUMO - Orbital molecular ocupado de menor energia (Lowest Unnoccupied
Molecular Orbital)

CD-ROM - Disco compacto — Memoria somente de leitura (Compact Disc Read-Only
Memory)

Poli(4-AF) — Poli(4-aminofenol)
MIBC - Metilisobutilcetona (2-butanona)
ABG - Acetato de butilglicol

FTIR-ATR — Infravermelho com transformada de Fourier — Reflexdo total atenuada
(Fourier transform infrared — Attenuated Total Reflectance)



MEYV — Microscopia Eletronica de Varredura

VC — Voltametria Ciclica

VPD - Voltametria de Pulso Diferencial

Poli[GA] - 5’-GGG GGG GGA AAA AAA A-3°

Poli[CT] - 3’-CCC CCC CCT TTT TTT T-5°

BET - Analise de area superficial — (Brunauer—Emmett—Teller)

cP - Centipoise
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INTRODUCAO

1.1.  Eletrodos de Pasta de Carbono

Adams, em 1958, desenvolveu o primeiro eletrodo de pasta de carbono (EPC),
que era composto de pod de grafite (microesferas) e bromoférmio como
aglutinante/dispersante. Esta combinagdo foi definida como pasta de carbono, sendo
composta de carbono (elemento condutor) e um liquido organico, cuja mistura possuia
uma aparéncia uniformemente “molhada”, com consisténcia semelhante a uma pasta'-2,

A utilizagdo de eletrodos baseados em pastas veio com a necessidade de
substituir eletrodos gotejantes, como o eletrodo gotejante de merctirio (EGM)** e o
eletrodo gotejante de galio (EGG)™ ©, devido a toxicidade desses metais gotejantes,
assim como a estreita faixa de trabalho na regido anddica. Ja os EPC’s, possuem a
capacidade de utilizar materiais em sua composi¢cao com menor toxicidade, uma ampla
faixa de trabalho na regidio anddica e possuem um tempo rapido de preparo’.

Os materiais mais utilizados e interessantes para a fabricagao de eletrodos a base
de pasta sdo os materiais carbonéceos, entre eles o floco e a microesfera de grafite,
negro de acetileno (derivado da combustdo do acetileno em atmosfera inerte), negro de
fumo (derivado da combustdo incompleta de fragdes “mais pesadas” do petrdéleo em
uma atmosfera inerte), nanofibras, nanoparticulas, nanotubos de carbono, fulereno,
diamante, grafeno (forma alotropica do carbono) e o carbono vitreo, que foi testado na
década de 90 e, somente apos alguns anos, se estabeleceu no mercado como base para
eletrodos de pasta de carbono’?.

Dentre os eletrodos a base de materiais carbondceos, os eletrodos de grafite tém
se destacado e vém sendo utilizados até hoje nas medidas eletroanaliticas e

eletroquimicas’ °

. Ademais, os principais derivados de grafite utilizados para a
fabricacdo de EPC’s sdo os flocos, microesferas e nanotubos, por possuirem bom
controle de interface eletrodo/solugdo, inércia quimica, baixa corrente de fundo, baixo
preco em relagdo a maioria dos outros materiais carbonaceos e facilidade de serem
modificados quimicamente °.

Além da aplicacdo na constru¢do de eletrodos polarizaveis, a pasta de carbono

pode ser utilizada na fabricacdo de tintas para impressao (“ink jet printing’’) ou na
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preparacao de eletrodos impressos sobre materiais ndo porosos ou materiais
hidrofdbicos como plasticos, metais e vidro? .

A mistura entre materiais carbondceos ou outro material condutor em um
material organico (aglutinante/dispersante) deve apresentar adequada inércia quimica e
eletroquimica e baixa eletroatividade (perfil predominantemente capacitivo), ou seja, as
interacdes com substancias que tiverem contato com a superficie deste material devem
ser estritamente fisicas, além de ndo apresentar resposta eletroquimica em uma ampla
faixa de potencial. Esta mistura deve também apresentar baixa volatilidade e baixa
solubilidade em solventes polares. Alguns exemplos de aglutinantes/dispersantes sdo:
borracha de silicone, borracha de butadieno, cera de parafina, 6leo de parafina,
ceresinas, Nujol®, Uvasol®, Kel-F® e resinas em geral’.

Quanto ao solvente a ser utilizado, este deve apresentar uma volatilidade
controlada, ou seja, para a pasta de carbono apresentar uma consisténcia adequada ao
determinado trabalho apos a mistura ter sido feita, necessita-se de um solvente com
volatilidade lenta ou rapida. H4 alguns tipos de pasta de carbono que possuem um
tempo de cura muito rapido e para isso, utilizam-se solventes organicos mais volateis. O
tempo de cura rapido evita a etapa de aquecimento da pasta, que as vezes pode degradar
algum de seus componentes. Um exemplo de pasta com tempo de cura rapida sdo as
pastas a base de 2-butanona, ou comumente chamadas de metiletilcetona (“MEK -
methylethylketone”), que sdo pastas a base de uma cetona com alta volatilidade
(PE =79,5°C) e soluvel em agua. Existem outras cetonas que também sdo utilizadas com
0 mesmo proposito observadas, por exemplo, na patente US5902390A, entre elas:
undecan-6-ona, 4-etil ciclohexanona, 2-acetil ciclohexanona, 2-hidroxiciclohepta-2,4,6-
triona, 2-acetil tetral-1-ona, entre outras'’. Outras classes de solventes volateis que
podem ser utilizados sio os ésteres!! (ex.: acetato de etila'?), éteres (ex.:
2-butoxietanol'?) e alcoois!’ (ex.: 2-propanol e etanol'#).

Um outro fator que deve ser levado em consideragdo ¢ a solubilidade da pasta de
carbono em solventes polares, pois esta pode lixiviar em virtude da possivel presenca de
materiais com carater polar em sua composi¢dao, portanto deve-se estar atento aos
componentes da pasta de carbono. Alguns exemplos de solventes organicos muito
polares sdo: metanol, etanol, acetonitrila, dimetilsulféxido e dimetilformamida’. Mesmo
utilizando aglutinantes/dispersantes que sejam extremamente apolares (hidrofobicos),

ainda é possivel a ocorréncia de lixiviagdo para solventes polares’.
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Uma outra caracteristica que deve ser associada a hidrofobicidade do
aglutinante/dispersante € a possibilidade da penetracao de espécies contidas no seio da
solugdo para a pasta de carbono (bulk do EPC). Este tipo de transporte ¢ chamado de
extragdo e re-extragdo (Figura 1), sendo que a for¢ca motriz responsavel por essa difusio
e re-difusdo destas espécies ¢ o gradiente de concentracdo’. Para que ocorra esse tipo de
penetracao ¢ necessario que a espécie contida no eletrélito suporte tenha alguma

solubilidade no aglutinante/dispersante.

Figura 1 — Representagdo esquemadtica da interfase dindmica eletrodo/solugdo: (A)
extracdo de espécies soluveis na resina utilizada localizada no “Bulk” do eletrodo em

trés principais etapas; (B) re-extracdo destas espécies do “Bulk” para o meio eletrolitico.

. Particulas de grafite @) Espécie extraida
Bl Aghtinante/ @ Espécic re-extraida

dispersante

(A) (B)

Fonte: adaptado’

Ja a por¢do condutora da pasta de carbono, constituida de material carbonaceo
grafite, confere condutividade elétrica ao sistema, gerada pela transi¢do eletronica

existente nas nuvens 7 de elétrons (1,25 x10° — 2,00 x10%) S cm™ a 20 °C para material
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carbonaceo com caracteristica amorfa (qualquer matéria carbonaceo que nao possua
estrutura cristalina, como o negro de fumo, fuligem ou carvio), (2,00 x10° — 3,00 x10°)
S cm’! para grafite com planos basais paralelos e 3,30 x10?> S cm™!' para grafite com
planos basais perpendiculares'®. Esta nuvem = de elétrons é gerada pela sobreposigdo
dos orbitais hibridos sp’ e p perpendiculares (Figura 2 A) e mantida pela for¢a de Van
der Waals (destacados em pontilhado na Figura 2 B).

Figura 2 — Representacio esquematica da (A) sobreposi¢do dos orbitais sp’ e p dos

planos basais do grafite e da (B) interagdo eletronica entre estes.

Fonte: adaptado™™

A granulometria aceitavel para se fazer uma pasta de carbono tem de ser na
ordem de micrometros (entre 170 e 400 mesh), para que o contato entre as particulas
seja efetivo em fungio da sua area superficial »'#!°. Em geral, flocos de grafite possuem
uma area superficial maior em rela¢do ao p6 de grafite. Partindo da proposi¢do que um
floco de grafite seria um retangulo perfeito, por possuir uma geometria mais planar, e
uma microesfera de grafite fosse uma circunferéncia perfeita, tem-se que a area de

contato seria muito diferente.
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Figura 3 — Esquema representativo e comparativo da superficie de contato do floco de

grafite (A) e da microesfera de grafite (B).

@) Retangulo 1

(floco de grafite”) Retangulo 1

. - ("floco de grafite")
a — —

¢ Retangulo 2
Ilﬂ d ft "
Retangulo 2 ("floco de grafite")

("floco de grafite")

®)

Esfera 2

Esfera 2

4+

Fonte: o autor, 2018

Ao analisar a Figura 3, € possivel observar que o retangulo 1 consegue encaixar
perfeitamente no retangulo 2, com uma area de contato observavel (ac). Quanto a juncao

das esferas, t€ém-se que a esfera 1 s6 consegue tocar a esfera 2 em um ponto ().

Em analogia com os retangulos da Figura 3, os planos basais do grafite, na
forma de floco, estdo sobrepostos uns aos outros de maneira mais efetiva que na forma
de microesfera. Este tipo de empacotamento sugere uma maior interagdo entre as suas
camadas e, consequentemente, um aumento da condutividade eletronica e
homogeneidade na pasta de carbono®® 2!,

Em relacdo a proporcao entre o elemento condutor e o aglutinante/dispersante,
necessita-se de uma quantidade, em média, entre 50% - 90% do elemento condutor para
garantir a condutividade da pasta de carbono” 2!, Quanto ao aglutinante/dispersante a ser
utilizado, este deve possuir entre 5% e 25% na composi¢do, garantindo uma maior
homogeneidade ao sistema, assim como a nao aglomeracdo do material carbonaceo e
possibilidade de formacao de filmes desta pasta de carbono’> 2" 22, Quando se utiliza um
aglutinante/dispersante liquido, este ja atua como a porg¢do liquida da pasta de carbono

e, consequentemente, utiliza-se pouco solvente. Se o aglutinante/dispersante for so6lido,
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necessita-se de uma maior por¢ao de liquido na composicao da pasta e a quantidade de
elemento condutor ¢ diminuida.

A consisténcia da pasta de carbono formada pode ser “seca” ou “molhada”, na
qual ha uma variacdo na quantidade de aglutinante/dispersante. Se a pasta de carbono
possuir uma quantidade baixa de aglutinante/dispersante, a pasta de carbono pode ser
considerada como ‘“seca”, em que ha uma determinada porosidade quando esta fica
curada, em virtude dos intersticios presentes entre as particulas de grafite. Se houver
uma maior quantidade de aglutinante/dispersante na composi¢do da pasta, esta pode ser
considerada como “molhada”, em que tais intersticios sdo preenchidos pelo liquido
organico e a porosidade ¢ evitada, fazendo com que a pasta fique mais homogénea e
mais liquida (geralmente uma viscosidade menor em relacdo a pasta de carbono
considerada “seca”)’. O exemplo mostrado na Figura 4 ilustra a representagio
esquematica da microestrutura resultante da mistura de grafite e aglutinante/dispersante
em propor¢des diferentes, assim como o comportamento eletroquimico destas duas
pastas de carbono em solucdo eletrolitica contendo par redox de

ferrocianeto/ferrocianeto de potassio (K4[Fe(CN)g]/K3[Fe(CN)s]).

Figura 4 — Microestrutura esquematica de uma mistura de pasta de carbono (A) “seca”
e (B) “molhada” com os respectivos voltamogramas ciclicos para o par redox
[Fe(CN)s]>”*. Pasta de carbono a base de p6 de carbono C com 6leo de silicone (OL),
mistura “seca”: 0,5 g C + 0,2 mL OL, mistura “molhada”: 0,5 g C + 0,4 mL OL; -1,0 V
41,0 V vs. Agsy/AgClag/Cl ag); 20 mV s7'; KCI (0,2 mol L); [Fe(CN)s]*”* (0,005 mol

0 20
50 10 4
— 301 -
3 20
= 10 i
-10 4
= [Fe(CN)g** [Fe(CN)
-30 r T v =20 T T T
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Fonte: adaptado’

De acordo com a Figura 4 verifica-se que pastas de carbono com pequenas
quantidades de aglutinante/dispersante em sua composic¢do, ao receberem um tratamento
de cura, ficam com intersticios entre os materiais particulados, tornando a pasta de
carbono porosa. Estes intersticios gerados fazem com que as transigdes eletronicas
sejam dificultadas e, automaticamente, torna o sistema mais resistivo, como pode ser
observado pelo perfil inclinado do voltamograma ciclico (A).

Pastas de carbono com quantidades maiores de aglutinante/dispersante se tornam
menos porosas, ou seja, os intersticios entre os materiais particulados sdo menores,
fazendo com que a transicao eletronica seja mais favorecida e o perfil eletroquimico do
sistema seja menos resistivo (voltamograma ciclico B). Além disso, pode ser observado
entre os voltamogramas da Figura 4 que o perfil é predominantemente faradaico, assim
como houve um aumento significativo da corrente no voltamograma ciclico (A), em
virtude da corrente de fundo ser maior em sistemas mais resistivos®.

A Figura 5 ilustra um fluxograma representativo enumerando todas as etapas

necessarias para a constru¢do de um EPC.
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Figura 5 — Fluxograma representativo para desenvolvimento e caracterizagdo de um

eletrodo a base de pasta de carbono.
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Escolha do material
carbonaceo

Escolha do aglutinante/
dispersante

!

|

Escolha da propor¢ao

material carbonaceo:aglutinante/dispersante

Fonte: Adaptado’

Como pode ser observado na Figura 5, as caracteristicas fisico-quimicas e

eletroquimicas sdo essenciais para o desenvolvimento de um eletrodo, assim como
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conferir estas caracteristicas ao eletrodo ndo ¢ uma tarefa facil. Acaba sendo um desafio
pelo fato de que quanto mais aglutinante/dispersante for adicionado, mais homogénea
ficara a pasta do EPC, porém, nem todo aglutinante/dispersante ¢ condutor e,
consequentemente, isto atrapalhara as propriedades elétricas da pasta/tinta do EPC.

Os EPC também possuem a capacidade de serem modificados, por modificagao
do “bulk” ou somente da superficie do eletrodo, sendo que estes intersticios podem ser

aproveitados para a inser¢do de modificadores.

1.2.  Modificadores de Pasta de Carbono

As modificagdes dos eletrodos de pasta de carbono podem ser feitas de trés

principais maneiras, descritas a seguir.

1.2.1. Modificagdo Bioldgica

Este tipo de modificacdo ¢ realizada sobre a superficie da pasta de carbono ou no
“bulk” desta. Este material bioldgico pode ser: tecidos ou substrato de plantas em geral
(liquens®*, musgos®®, tabaco®®, mudas de ervilhas*’ ou folhas de grama®®), tecidos
derivados de frutas e vegetais (banana®’ maga’®, péra’!, abacate®? coco?®, entre outros) e
até microrganismos vivos (bactérias®® e virus*®). Estas variedades de materiais
biologicos proveem de uma matriz extracelular gelatinona/viscosa que confere a pasta
de carbono uma caracteristica de aglutinante/dispersante’*?*, assim como sdo
responsaveis por atuarem como mediadores de reacdes especificas que acontecem na

superficie do eletrodo ou por interagir diretamente com o analito de interesse®® 3% 3%,

1.2.2. Modificagao Fisica

Os modificadores fisicos, geralmente, sdo procedimentos menos tipicos € sao
usados com o objetivo de melhorar algum processo quimico em questdo, entre eles: luz
do dia (estudos de fotorradiacio®® ou para funcionamento como células solares®’),
irradiagio — UV (para ativagdo da superficie do EPC?), elevacio de temperatura
(aquecimento: para melhoramento das interacdes entre as moléculas de DNA%,

aumento do transporte difusional do(s) analito(s) e do transporte de massa na soluco*”),
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um curto “choque” de resfriamento (como forma de secagem antes da preparagao da
pasta de carbono visando uma quantidade e reprodutibilidade desejada*®), ultrassom
(para ativagdo da superficie do EPC por meio do crescimento e colapso fisico das
microbolhas em solug¢do) e por fim uma inducdo magnética do meio reacional (para
reorientagdo de algumas macromoléculas de DNA, para aumentar, novamente, o

transporte de massa ou para realizar um imunoensaio*!*2,

1.2.3. Modificagao Quimica

Inicialmente, este grupo de EPCs foram chamados de pasta de carbono
modificados com filmes metalicos, sendo que os primeiros testes foram realizados com
filmes metélicos de mercurio** **. Modifica¢des, tais como a substituicio dos filmes
metalicos de mercurio por ouro ou filmes ambientalmente amigaveis de bismuto foram
realizadas. Este ultimo podendo ainda ser utilizado de varias maneiras para servir de
elemento condutor de um eletrodo de pasta, entre elas: BiF3 (filme de bismuto gerado in
situ, B120O3 (filme formado a partir do 6xido de bismuto), Bi(s) (p6 de bismuto em
dispersio) e BiF4-EPC (no qual o bismuto estd coordenado com atomos de fltior)”> 4> 46,

As modificagdes podem ser realizadas de maneira intrinseca ou extrinseca. A
modifica¢do intrinseca pode ser feita das seguintes maneiras: oxida¢do (com acido
nitrico, por exemplo) da superficie do EPC, visando a formagdo de grupamentos
oxigenados, como fenois ou quinonas; a pré-anodizacdo, que usualmente ¢ realizada in

7,47, 48

situ na superficie do eletrodo , protonagdo ou desprotonagdo de algum componente

da pasta como, por exemplo, o veiculo organico (resina ou aglutinante/dispersante)®.

Ja as modificagdes extrinsecas se caracterizam pela adi¢do de constituintes na
pasta de carbono, via ligagdo covalente ou por forcas de Van der Waals, de modo que
esses adicionem grupos funcionais no eletrodo por inteiro ou somente na superficie.
Este tipo de modificagdo pode ser feita somente na superficie do eletrodo ou durante a
preparacdo da pasta de carbono, também chamada de modificagdo do bulk. Quanto a
modificagdo na superficie do EPC, esta pode ser feita com a adicdo de tragos do
modificador ou com a incorporagio de diferentes niimeros de camadas do modificador’.

No caso da adicdo de pequenas concentragdes (tracos) do modificador na

superficie do EPC, o processo consiste num irregular preenchimento da superficie, ou

seja, de maneira que nao cubra totalmente a superficie. Um exemplo desta modificagao
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¢ a pré-concentragdo do analito com analise de remoc¢ao por adsor¢do (“Adsorptive
Stripping Voltametry” — (AdSV) — técnica eficiente para ensaios de tracos de uma gama
de espécies que possuem carater adsortivo interfacial na superficie do eletrodo de
trabalho) > 5!, A modificacdo da superficie do EPC com somente uma camada do
modificador na superficie do EPC, cobrindo totalmente ou quase por completo, pode ser
efetuada via formagdo de monocamadas de Langmuir-Blodgett ou de monocamadas
auto-montadas (MAMS) - (“Self-Assembled”)” 3% >3,

O método de Langmuir-Blodgett permite a fabricagdo de camadas/filmes
geralmente finos, consideravelmente organizados, com espessura € composi¢cdo
controlada a um nivel nanométrico ¢ formacgdo de filmes eletroativos, sendo muito
utilizado no desenvolvimento de sensores quimicos, eletrodos modificados ou
dispositivos eletronicos .

Ja as monocamadas auto-montadas (MAM’s), observadas no esquema
representativo da Figura 6 A, sdo filmes depositados sobre um substrato que possuem,
basicamente, a seguinte estrutura: (1) um grupo funcional em uma extremidade da
molécula (“head group™), (2) um “esqueleto” composto de uma cadeia alifatica ou um
oligbmero aromético e (3) um grupo terminal que determina a polaridade®’, a

57,59

topografia®® e a energia da superficie Sdo interessantes por serem de facil

preparacdo, possuirem uma homogeneidade e estabilidade aceitavel e a capacidade de

7.60.61 - Metais, 6xidos ou materiais semicondutores

serem modificadas quimicamente
podem servir de substrato para a constru¢do das MAM’s através de uma interagdo

adsortiva para diferentes moléculas®.
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Figura 6 — Esquema representativo das duas formas de monocamadas: (A) Estrutura
basica de uma monocamada auto-montada (MAM’s), (B) — defeitos encontrados nas
monocamadas auto-montadas [“Self-Assembled” - (MAMs)] e (C) — monocamadas de

Langmuir-Blodgett .

Cavidade
"Pinthole"

Interagio
Hidrofilica

<P

Interagdo de
Van der Waals

(B) (C)

Fonte: adaptado’ >

Nas monocamadas auto-montadas (MAMs) observadas na Figura 6 B hd o
aparecimento de defeitos no recobrimento do eletrodo, formando assim cavidades entre
as espécies que foram adsorvidas sobre a superficie. Estes defeitos ou cavidades
também sdo chamados de “pin holes”. Estes filmes, geralmente de moléculas organicas,
sao formados espontanea e desordenadamente, com a possibilidade de formar
aglomerados. As interacdes que sdo observadas em tais monocamadas sdo as de Van der
Waals. Em cada molécula adsorvida ha um grupo funcional que interage com a
superficie do eletrodo (servindo de estabilizacdo), assim como hd um outro grupo
funcional na outra extremidade da molécula, que servird para interagdo com o meio
reacional’. Quanto as monocamadas de Langmuir-Blodgett observadas na Figura 6 C,

os modificadores adsorvidos estdo dispostos de forma unitaria e homogénea sobre toda
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a superficie do eletrodo de maneira que a espessura seja conhecida, mesmo quando este
se encontra em, aproximadamente, 90° com a interface liquido/ar®*.

Ja as policamadas, que sdo inimeras camadas de modificadores na superficie do
EPC, podem se distribuir de maneira homogénea ou heterogénea sobre esta. A
modificagdo da superficie pode aumentar a area eletroativa do eletrodo®, por meio de
alguns nanomateriais, tal como o grafeno, o qual confere uma excelente condutividade
térmica e elétrica, alta resisténcia mecénica e biocompatibilidade®. Um outro exemplo
de modificador via policamadas, sdo os polimeros condutores e semi-condutores, que
apresentam muitas vantagens, tais como a condutividade e permeabilidade intrinseca e a
introducdo de grupos funcionais que facilitam a interagdo com biomoléculas via
ligagdes covalentes ou idnicas®>%®. Os polimeros podem ser eletrodepositados sobre a
superficie do eletrodo, com a aplicagdo de um potencial definido ou em uma faixa de
potencial ou somente gotejando sobre a superficie do eletrodo e levados ao vacuo ou a
uma temperatura especifica ou ambiente®® 6% 7°,

Uma outra modificagdo que pode ser feita na superficie do eletrodo utilizando
polimeros € a técnica “layer by layer”, que se caracteriza pela deposicdo camada a
camada de materiais poliméricos na superficie de um substrato solido através de forgas
atrativas, incluindo interacdes eletrostaticas, ligacdes de hidrogénio, ligacdes covalentes

e afinidade biolégica’'.

Figura 7 — Esquema representativo da formacdo de um filme “/ayer-by-layer”.

1) Polication 1)Polidnion { Repetir
2) Lavagem - 2) Lavagem g —_—
—_— —_— ' —
§ —
)
Substrato Filme layer-by-laver

(LbL)
Fonte: Adaptado’!

Como pode ser observado na Figura 7, ocorre um processo adsortivo do
polieletrdlito na superficie carregada com uma carga oposta a da primeira camada e para
ocorrer uma compensagdo eletronica, faz-se a eletrodeposi¢do de uma camada

polimérica de carga contraria e assim sucessivamente. Sendo assim uma técnica que
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permite controlar a espessura do filme formado, pois a espessura aumenta com o
ntimero de deposi¢des’ .

Em referéncia a modificacdo quimica da parte interna da pasta, ela ¢ homogénea,
sendo realizada durante a preparagdo da pasta de carbono, com a adicdo dos
modificadores, sendo que estes podem ser misturados ou somente adsorvidos no
material carbonaceo ou solubilizados em liquido organico, antes da adicdo do material
carbondceo. Um fator que conduzird a uma boa homogeneidade da pasta do EPC ¢ o
tamanho das particulas do modificador, sendo que isso pode dificultar a interacdo com o
aglutinante/dispersante e com o material carbonaceo, visto que, se possuir um tamanho
menor ou semelhante com os dos outros componentes da pasta de carbono, obtera uma
maior area de contato com estes’?, assim como nio influenciara no limiar de percolagio
(Figura 8). O limiar de percolacdo ¢ um parametro fisico que determina a quantidade
critica de particulas ndo condutoras que interferem na condutividade elétrica em um

sistema de uma maneira nio linear””

, Ou seja, mesmo se este sistema estiver em
desordem e com um arranjo particulado irregular, quanto mais particulas ndo
condutoras, mais dificil serd para o sistema conduzir corrente elétrica (a flecha vermelha

na Figura 8 representa o “caminho” da corrente elétrica).

Figura 8 — Esquema representativo da situagdo onde o sistema estd abaixo do limiar de

percolacdo (A) e acima do limiar de percolagdo (B).

Abaixo do limiar Acima do limiar
de percolacio de percolacéo

@ Particula ndo condutora
[ "Bulk" - Particula condutora

Fonte: o autor, 2018
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Uma das técnicas que auxiliam muito na dispersao das particulas ¢ a sonicagao,

pois confere ao sistema uma maior homogeneidade e, consequentemente, uma maior

reprodutibilidade” 6. Existem vérios exemplos de modificadores quimicos, devido a

facilidade e versatilidade da matriz pasta de carbono aceitar muitos materiais

incorporadores, entre eles:

e Materiais inorganicos: Geralmente utilizados na forma de pé ou material solido
particulado. Para fazer a imobilizagdo de tais materiais sobre a superficie do
eletrodo, utiliza-se a técnica de aprisionamento fisico ou uma simples
incorpora¢do na matriz na pasta de carbono utilizada; exemplos:
hexacianoferrato (II) de ferro (III) — Fes[Fe(CN)s]”’, hexacianoferrato (II) de

cobre (II) 7%, de cobalto (II) 7°, de ruténio(I1I) 8, de estanho(IV) *! e de talio(IV)

82 86

e metais em geral, como platina®’, rodio®, iridio®® e nanoparticulas de ouro®¢;
Argilas e zeolitas: A composicdo destes materiais ¢, de maneira geral, de
aluminossilicatos em camadas, o que possibilita uma boa estabilizagdo sobre a
superficie do eletrodo, em virtude da area de contato ser maior ¢ melhor que
geometrias esféricas. Por possuir uma estrutura em camadas, as folhas de argila
tendem a organizar os analitos de modo que ocorra um aprisionamento deste, ou
seja, além da detecgdo, conseguir pré-concentrar analitos especificos de interesse
antes da deteccdo voltamétrica (usualmente cations por troca idnica ou compostos

organicos por adsor¢io)®’ 88,

Metais oxidados: O objetivo de utilizar 6xidos metalicos como modificadores de
EPCs ¢ pelo fato de possuirem propriedades de catédlise, suporte para uma proxima
modificagdo ou uma simples fonte de deposito de metais; exemplos: oxido de

192

ruténio®®, de cobre®, de cobalto’’ e niquel®” na identificagdo de carboidratos,

aminoacidos ou peroxido de hidrogénio.

Silica: As silicas geralmente utilizadas sdo as silicas-gel, por possuirem
propriedades adsorptivas e cataliticas. Uma caracteristica fisica das silicas é que
possuem uma 4rea superficial muito grande (>100 m’g') em relagdo a outros
materiais porosos. A modificacdo da pasta de carbono pode ser realizada direto na

matriz desta, ou podem ser introduzidas no momento de preparo da pasta®> %4
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Compostos macrociclicos e macromoléculas: Sdo moléculas muito empregadas na
modificag¢ao da superficie dos EPCs, geralmente depositados na forma de filmes ou
incorporados na matriz da pasta durante a preparagdo da mesma. As caracteristicas
que a pasta pode obter a partir da modificacdo com esses tipos de moléculas sao:
adsor¢do, troca-idnica, atividade redox/mediador, condutividade eletronica, entre

96

outras; exemplos: B-ciclodextrina®, calixarenos”® e compostos tetra e octa-

azomacrociclicos’’;

Quinonas: Estes materiais foram os primeiros modificadores a serem incorporados
em pastas de carbonos. Os derivados de quinonas sdo amplamente utilizados em
pastas de carbono por causa da sua capacidade eletrocatalitica. Alguns exemplos de

quinonas utilizadas sdo: 2-benzoquinona®®, 1,4-naftoquinona®®, ubiquinona'®;

Surfactantes: Os surfactantes utilizados podem ser ani6nicos, catidnicos € ndo-
i6nicos. A incorporagdo destes materiais na pasta de carbono, geralmente ¢ feita
através de sua introducgdo na producdo da matriz. Alguns exemplos de surfactantes
utilizados sdo:

Catidnicos: brometo de cetrimonio (CTAB)!?!, cloreto de cetilpiridinio!%?, Septonex
®103.

5

Anidnicos: octadecilamina'®, triisooctalamina'®’, 1-amino-12-
(octadecanoilamino)dodecano!'%®;

Nio-idnicos: Triton X-100®'7, Tween®'% Brij®1®.

Polimeros condutores: Sao modificadores atrativos por possuirem uma boa
condutividade eletronica, sendo utilizados na forma de filmes poliméricos sobre a
superficie do eletrodo. Estes materiais aderem muito bem na superficie hidrofobica
do EPC e possuem uma aplicagdo muito grande em supercapacitores, baterias,
dispositivos eletrocrdmicos, células solares e, especialmente, na area de
biossensores amperométricos, potenciométricos, condutimétricos e opticos. Sendo

que os polimeros mais utilizados para realizar essa modificagdo no eletrodo sao:

110 1111

polianilina'', polipirrol''!, polifenilenodiamina'!?, politiofeno'!*, entre outros.
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1.3. Técnicas para o preparo da pasta de carbono

1.3.1. Cavitagdo e agitacdo mecanica

No preparo da pasta de carbono, a interagdao entre os analitos de interesse pode
ser dificultada devido a falta de homogeneizacdo, sendo minimizada pela aplicagao de
duas técnicas simples como: a agitacdo mecanica com o auxilio de chicanas ou o
ultrassom. O ultrassom ¢ uma onda longitudinal com compressdo e rarefagdo, com
propagacao circunférica com relagdo a sua fonte, tendo frequéncia superior ao audivel
pelo ser humano, ou seja, acima de 20.000 Hz e com propriedades que podem se

propagar pelo meio fisico e material''*,

Figura 9 — Propagacdo da onda mecéanica de ultrassom pelas particulas em suspensdo

Compresséo Compresséo Compresséo Compressdo Compresséo

Onda de/som oscilante

Rarefagédo Rarefagdo Rarefagédo Rarefagéo Rarefagédo
0 o 0 o Qo QO
Formagéo das . Crescimento das . Atingimento de _ Colapso das
bolhas bolhas_d:.lrante tamanhos instaveis bolhas
os ciclos

Fonte: adaptado''*

No banho de ultrassom ocorre o fendmeno de cavitagdo, observado na Figura 9,
que se caracteriza pelo crescimento e colapso de cavidades e/ou microbolhas em um
liquido ou suspensdo pelo efeito da redugcdo da pressao total, em virtude do campo de
alta frequéncia aplicado (onda mecanica)''®. Estes fortes distirbios de pressio,
resultantes das emissdes de ondas de choque, levam a efeitos mecanicos, como mistura
e o cisalhamento que, ao se tratar de uma reacdo quimica, podem servir para aumentar
os choques entre os analitos, acelerar a dissolu¢ao/solvatagao ou auxiliar a renovacao na
superficie de um reagente solido! ',

A agitacdo mecanica também pode auxiliar na homogeneizacdo, com o objetivo

de manter o material particulado em suspensdo, assim como aumentar o choque entre



39

essas particulas, ou seja, aumentando a interagdo entre o solido e o liquido (solventes),
que pode ser chamada de transferéncia de massa. A agitacao concede movimento de um
liquido e auxilia na realizacdo de processos fisicos e quimicos em diferentes sistemas.
Entre estes sistemas, lista-se abaixo cinco tipos de processamentos fisicos existentes:

Tabela 1 — Processos de agitacdo, mistura e dispersdo!''®.

Aplicagao Processamento Fisico
Liquido-sdlido Suspensao
Liquido-gas Dispersao
Liquidos imisciveis Emulsao
Liquidos misciveis Mistura
Movimentacao de fluido Bombeamento

O processo fisico utilizado no presente trabalho ¢ do tipo suspensdo. O grau de
suspensdo de solidos pode ser dividido de trés maneiras''®: suspensio parcial, minima
suspensao completa e suspensao homogénea.

e Suspensdo parcial: As particulas estdo em contato com o fundo do recipiente e a
movimentagdo destas ¢ facilmente observada. Geralmente, o problema estd na
dissolu¢do do material particulado, assim como a area total deste ndo estd
disponivel para a reag@o ou a transferéncia de massa necessaria;

e Minima suspensdo completa: Esta ocorre quando todas as particulas estdo em
movimento e nenhuma particula permanece na base do recipiente em um
periodo de aproximadamente 2 segundos. Uma variavel importante neste tipo de
sistema ¢ a velocidade de agitacdo ou movimentacdo, que varia em fun¢do da
geometria do recipiente, assim como das chicanas ou impelidores utilizados.

e Suspensdo homogénea: Todas as particulas encontradas no sistema estdo
suspensas de maneira homogénea por todo o tanque.

Para realizar uma melhor homogeneiza¢do de uma suspensdo (suspensdo parcial
ou minima suspensdo completa), ¢ utilizado sistemas de agitacdo que, geralmente,
formam fluxos wverticais. Estes fluxos verticais, também chamados de vortex, sdo
formados pela movimentacdo das particulas no sistema e podem ser digeridos com o
auxilio de chicanas, evitando que ocorra a formagdo de aglomerados, assim como o

116

redirecionamento do fluxo '®. O objetivo de introduzir uma turbuléncia facilita o choque
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entre as particulas, pois nao ha a formacao de linhas de corrente. O sistema mais comum
¢ com quatro chicanas que apresentam largura de até 10% em rela¢do ao diametro do
recipiente. Para sistemas mais concentrados, a viscosidade se aproxima das
propriedades pseudoplasticas e larguras menores de chicanas sdo utilizadas, ou seja,
abaixo de 10%. Quando o sistema apresenta um teor de solidos acima de 20% em
massa, ha a ocorréncia de filetes do material sélido nas bordas do fundo do tanque''¢,

como pode ser observado na Figura 10.

Figura 10 — Representacdo esquematica de um recipiente com formagdo de filete de

solido em seus cantos ndo abaulados.

" Filete de sélido

Fonte: adaptado'!®

1.4. Construgao dos eletrodos a base de pasta de carbono

Um eletrodo, de trabalho ou referéncia, pode ser construido de maneira simples
no laboratério (em comparacdo com métodos de construgdo industrial), usando
materiais que sao baratos e de facil disponibilidade, de modo que podem ser
descartaveis ou até mesmo reutilizaveis. Estes eletrodos artesanais, chamados por
alguns autores como “home made electrodes”, geralmente possuem semelhangas entre
si nos grupos de pesquisas, pois os elementos essenciais de construgao sao similares e as
principais variagdes sdo as areas e dimensdes, os modificadores da superficie do
eletrodo de trabalho e o aparato de conexio do eletrodo’ 7,

O emprego de pastas de carbono, mecanicamente, mais ou menos compactas em

medidas eletroquimicas, faz com que o construtor escolha um suporte adequado e

apropriado para a construcao do eletrodo. Apds a construgdo, o eletrodo representa o
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7,118

EPC propriamente dito > como pode ser observado na Figura 11 por meio de alguns

exemplos.

Figura 11— Construgdo bésica de suporte de pasta de carbono. (A) Tubo de vidro ou de
plastico: 1 — Tubo (seringa, por exemplo), 2 — Pistao, 3 — Fio metalico (contato elétrico),
4 — Preenchimento de pasta de carbono. (B) Construcdo de Adam: 1 — Fio metélico de
platina ou cobre, 2 — Tubo de vidro (Estreito conicamente), 3 — Plug de Teflon®, 4 —
Preenchimento de pasta de carbono. (C) Eletrodo de pasta de carbono com disco
rotativo; 1 — Contato elétrico dentro do tubo, 2 — Contato elétrico fora do tubo, 3 —

Corpo de Teflon®, R — Anel, D — Eletrodo em forma de disco.

(A) (B) (C) Contato elétrico
T . i dentro do tubo
Tubo da | Fio metalico '
i R I Contato eletrico
| 2 de cobre ou fora do tubo
platina
Pistéo da
Tubode _ setinga - Tubo de vidro
material inerte  § Corpo de
Teflon ®
Fio metalico
Fio metalico Pasta de Plug de Anel
Pasta de carbono P Eletrodo em
carbono forma de disco

Pasta de carbono

Fonte: adaptado’ '"°

De acordo com a Figura 11 € possivel observar as representacdes esquematicas
de algumas maneiras de se construir um eletrodo de trabalho artesanal a base de pasta
de carbono. Na Figura 11 A tém-se dois tipos de eletrodos que sdo revestidos (1) de
tubos de vidro (também podem ser utilizados plésticos, como Teflon®, PTFE ou PET)
com um didmetro especifico (seringas médicas com pistdo (2), por exemplo). Para
realizar o contato elétrico € utilizado um fio de cobre (3) ou platina, no qual ocorrera a
transferéncia eletronica da pasta de carbono (4) para o potenciostato. Na Figura 11 B ha
um esquema representativo de um eletrodo de trabalho semelhante ao de (A), no qual a
unica variagdo ¢ no revestimento do eletrodo de trabalho, que foi feito por meio de
Teflon® na forma de um “plug” (3) em um tubo de vidro (1).

Os screen-printed electrodes (SPEs) sdo os eletrodos que fazem parte da classe
dos eletrodos planares e, geralmente, sdo descartaveis e apresentam, de acordo com a

empresa fabricante, diferentes substratos e materiais condutores (tinta condutora ou
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)120

pasta a base de materiais carbonaceos condutores) <°. Uma das principais vantagens da

utilizacao dos SPEs ¢ a simplicidade de operagdo, confiabilidade e portabilidade, assim

como a economia de substrato!?!

. Os eletrodos planares ou eletrodos de cavidade, que
podem ser observados na Figura 12, foram desenvolvidos como uma alternativa para a
posterior utilizagao nos eletrodos serigraficamente impressos, ou (SPEs) com tinta/pasta
de carbono solidificada, em virtude de possuirem geometrias e tamanhos

semelhantes’ 12!

Figura 12 — Esquema de construgdo de trés diferentes eletrodos planares de pasta de
carbono. (A) Eletrodo de cavidade. Esquerda: 1 — Barra prismadtica, 2 — Cavidade com
pasta de carbono, 3 — Inserto de plastico, 4 — Contato de latdo; Direita: eletrodo
desmontado e escala métrica de comparagdo. (B) Eletrodo de pasta de carbono aquecido
eletricamente; 1 — Preenchimento de pasta de carbono, 2 — Corpo de PTFE. (C) Eletrodo
de filme de pasta de carbono (esquema simplificado); 1 — Camada/filme de pasta de

carbono, 2 — Suporte do eletrodo, 3 — Trés trilhas de cobre.
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Fonte: adaptado’ 122,

Como pode ser observado na Figura 12 A, o primeiro exemplo € o eletrodo de
cavidade, no qual as barras prismaticas (delimitadoras da éarea eletroativa do eletrodo)
sdo compostas de Teflon® e estdo dispostas horizontalmente no eletrodo e paralelamente
a cavidade. A cavidade serd preenchida por pasta de carbono e o inserto de plastico tera
como objetivo delimitar a area do eletrodo, assim como na outra extremidade se

encontra o contato de latdo, que ird conferir conexdo da pasta de carbono com o
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potenciostato. A Figura 12 B representa um eletrodo em forma de disco no qual a area
eletroativa ¢ uma camada ou um filme da pasta de carbono e somente esta entra em
contato com o eletrdlito suporte. Um fio ou bastdo metalico é responsavel pela conexao
elétrica entre a superficie da pasta de carbono e o potenciostato. Geralmente o
isolamento e delimitagdo da area do eletrodo sdo feitas por materiais inertes, como o
proprio Teflon®. Ja no eletrodo representado na Figura 12 C tem-se o eletrodo planar
em que as trilhas de material condutor, geralmente compostas de prata, que conferem a
transferéncia eletronica entre superficie da pasta de carbono e o potenciostato. Para
delimitacdo da area do eletrodo de trabalho sao utilizados materiais isolantes, como
tintas isolantes ou adesivos.

O eletrodo representado na Figura 12 C, normalmente ¢ produzido pela técnica
de serigrafia, que consiste, basicamente, no preparo de uma tela que sera utilizada como
um negativo para a impressdo. O processo de revelagdo geralmente ¢ feito por uma
emulsdo fotossensivel sobre a tela que recebe uma luz UV e promove a polimerizagao
por emulsdo. Na impressdo a pasta/tinta é colocada sobre a tela e realizada uma
varredura com rodo especial ou por uma impressora serigrafica automatica®!.

Este tipo de impressao, chamada de silk screen (Figura 13), ¢ uma técnica ideal e

simples (em comparagdo com outros métodos de impressdo, como ink jet',

123, 12

litografia * ou impressdo 3D!%) para preparar eletrodos com filmes ou camadas

finas em suportes inertes, nio necessitando de equipamento sofisticado'2%.

Figura 13 — Diagrama esquematico das etapas de impressdo dos materiais para o
desenvolvimento de um eletrodo impresso.

[BTHIES

1 - Trilhas de prata 2 - Camada de 3 - Camada de 4 - Camada isolante
Ag/AgCl grafite
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Fonte: adaptado'?’

Para a constru¢do de um SPE, pode-se seguir os passos observados na Figura 13,
sendo que na primeira etapa ocorre a impressdo das trilhas de prata, que ficardo
embaixo das outras trilhas e serdo responsaveis por conferir a transferéncia eletronica da
area eletroativa do eletrodo (onde sera realizada a leitura do analito de interesse) para o
potenciostato. A segunda etapa ¢ a impressao de uma camada de Ag/AgCl que atuara
como eletrodo de referéncia, responsavel por definir um potencial constante ao longo do
tempo da medida. O eletrodo de trabalho ¢ formado quando ocorre a impressao de uma
camada de grafite ou outro material que servird de eletrodo de trabalho (no presente
trabalho foi utilizado uma pasta de carbono a base de flocos de grafite). O eletrodo de
trabalho deve ser inerte, condutor elétrico e polarizavel (perfil puramente capacitivo),
bem como ser responsavel por onde ocorre a reagao de interesse. Por fim, a ultima
camada a ser impressa ¢ a de uma camada isolante, que delimitara a area de inser¢ao da
trilha de prata do eletrodo no potenciostato e area dos eletrodos de trabalho, referéncia e
contra eletrodo, da mesma maneira que protegera as trilhas de prata'?’. Este tipo de
protecdo € necessario, pois ira conferir ao eletrodo uma estabilidade, evitando processos
oxidativos ou que interfiram na medida eletroquimica. O recobrimento das trilhas pode
ser feito por meio de adesivos ou por uma tinta isolante?!. O principal objetivo de isolar
as trilhas do material condutor ¢ deixar exposta somente a regido que entrard em contato
com o eletrdlito suporte/analito de interesse, pois a tinta dielétrica ou isolante ndo ¢é

eletroativa e delimita a area de interesse'?® 1%,

1.5. Filmes poliméricos espessos (FPE)

Na area de construcdo de circuitos, Thomas Edison foi o pioneiro a propor sua
fabricagdo em 1904, sugerindo inclusive alguns conceitos para a eliminagdo de fios, a
partir de circuitos adesivos onde eram borrifados pd de grafite (particulas condutoras).
Este conceito vai ao encontro do conceito basico dos chamados “polymer thick films”
(PTF) ou filmes poliméricos espessos (FPE). Porém sua ideia foi abandonada, devido ao
seu fascinio por outras invengdes'*’. Durante a II Guerra Mundial houve necessidade de

produzir circuitos para uso militar, especialmente fusiveis eletronicos, para
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desenvolvimento de projetos governamentais secretos, uma vez que a supremacia sobre
equipamentos eletronicos poderia decidir a guerra'®°.

O termo FPE foi criado por F. Wayne Martin!*! com a finalidade de diferenciar
o método “tinta/pasta polimérica impressa” do método “circuitos impressos”. A
descricao e as discussoOes relacionadas aos métodos de fabricagdao de circuitos foram
pautadas em um simpodsio promovido pelo governo dos Estados Unidos em 1947,
definindo-se duas categorias de filmes: os filmes finos produzidos por deposicdo a
vacuo e os filmes serigraficamente impressos que, por possuirem uma espessura um
pouco maior, foram chamados de filmes espessos. Portanto, a tecnologia que utiliza
impressao serigrafica de polimeros condutores associados ou ndo a metais foi designada
de FPE"°,

O FPE ocupa um espaco entre os filmes finos (< 1 pm) e os materiais volumosos
(> 100 pm) e, numa defini¢do mais alternativa, pode-se dizer que o limite inferior da
espessura do FPE estd logo acima do ponto no qual o papel de um atomo individual ndo
¢ mais critico, enquanto seu limite superior esta localizado no limiar no qual um filme
se torna autossuportado, niio requerendo mais um substrato!?,

FPE ¢ uma tecnologia na qual determinados materiais poliméricos sao
seletivamente aplicados em substratos ou plasticos flexiveis, ou a circuitos, com a
finalidade de produzir caracteristicas elétricas/eletronicas desejadas ou para criar
juncdes eletromecanicas. Materiais baseados em FPE podem ser classificados como
condutores, resistores, dielétricos e agentes de ligacdo, e estes podem ser serigrafados,
separadamente ou em combinagdo, visando a fabricacio de biossensores,
potencidmetros, interconectores, sensores de pressdo, diodos, etc!'*’.

Para impressoes serigraficas, preparam-se pastas baseadas em FPE, que devem
apresentar boas caracteristicas fisicas, quimicas, mecanicas e elétricas. Para isso,
adiciona-se ao material polimérico diversos tipos de solventes, aditivos e compostos
para preenchimento (“fillers”), conforme sua aplicacdo. Virtualmente, todos os
polimeros utilizados em FPE sdo materiais sintéticos desenhados para atender as
caracteristicas descritas anteriormente, sendo a pasta, uma mistura complexa de
ingredientes customizados'.

A tecnologia do FPE representa uma aproximagao limpa, simples e logicamente
notavel para a constru¢do de circuitos impressos. Acredita-se que num futuro proéximo,

circuitos baseados em FPE irdo substituir os circuitos convencionais de silicio. Algumas
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vantagens relacionadas ao FPE sdo: secagem eficiente em baixas temperaturas
(< 150°C)'5, baixo custo de producio, ambientalmente favoravel, podem ser utilizados
em uma grande variedade de substratos, capacidade de ser adicionado em multicamadas
e possivel integragdo com componentes passivos ',

Dentre as diversas aplicagdes dos FPE, sdo relatadas sua utilizacdo no
desenvolvimento de eletroencefalograma a partir de polimeros com alta resisténcia, com
a finalidade de melhorar a qualidade na aquisicdo de dados obtidos!** e também na
constru¢ido de sensores de pressdo utilizando polimeros resistores'>*. Arshak, Ajina e
Egan'® utilizaram FPE na fabricacdo de um transformador miniaturizado a partir da
impressdo de camadas condutoras, isolantes e magnéticas para aplicacdo em fontes de
alimentagdo. Esses eletrodos planares que utilizam a técnica de FPE também sao
utilizados no desenvolvimento de sensores bioquimicos, sendo uma técnica de produgao

de larga escala'?. Além da producdo em larga escala, os polimeros utilizados na técnica

de FPE sdo utilizados cada vez mais em varios campos de aplicagdo tecnoldgica, como:

136, 137 1138-140 141-143 144-147 148,149

agricola , ambienta , clinico , eletrdnico e alimenticio

1.6. Polimeros

Os polimeros, também chamados de macromoléculas, sdo constituidos de
cadeias com atomos encadeados e ligados entre si por ligagdes covalentes, cujas
unidades sdo chamadas de meros, sendo que o conjunto destes formam o polimero.
Estes tipos de ligacdo podem ser realizadas de forma intra ou intermolecular e, quanto
mais meros ligados, maior serd o polimero formado, caracterizado pelo grau de
polimerizagdo. Os polimeros possuem propriedades diferentes em relagdo ao seu
monomero, tais como viscosidade, elasticidade, dureza, resisténcia ao calor e a
umidade, ponto de ebulicdo e fusdo, entre outras'>’.

Quanto a origem dos polimeros, eles podem ser classificados de duas formas:
polimeros de origem natural ou polimeros sintéticos. Os polimeros naturais sdo
encontrados diretamente na natureza, ou seja, sem a intervengao direta do ser humano,
tais como os polinucleotideos, proteinas, polissacarideos, resinas como celulose!>! 132,

entre outros. Ja os polimeros sintéticos sdo aqueles produzidos pelo ser humano, sdo

divididos em duas classes quanto a sua preparacdo: condensacgdo ou adigdo!>.
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A polimerizagao por condensagdo consiste na combina¢ao de duas moléculas,
onde estas possuem grupos funcionais reativos nas suas extremidades, ou seja, a
polimerizacdo ocorre por mais de uma dire¢do. Quando ocorre a condensagdo, ha
liberagdo, geralmente, de 4gua ou hidroxila para o meio. Ja na polimerizagao por adigao,
o mondmero ¢ adicionado um a um na cadeia polimérica. A polimerizagdo pode ser
efetuada por via radicalar, cationica ou anidnica, bem como por catalisador de Ziegler
Natta'3.

Uma outra classificacdo quanto aos polimeros esté relacionada com a capacidade
de conduzir corrente elétrica, no qual ele pode ser totalmente isolante, semicondutor ou
condutor. Os polimeros conjugados fazem parte dos dois Ultimos casos, tendo extensa
cadeia polimérica com carbonos insaturados entre si, formando ligagdes m, onde as
mesmas sdo formadas por orbitais p, formando assim a nuvem de elétrons, que
proporciona o transporte eletronico. Os polimeros condutores possuem condutividade
de cerca de 10° - 10° S/cm e os semi-condutores, possuem condutividade de cerca de
107 — 10% S/cm!>*,

A condutividade elétrica gerada pelos polimeros condutores e semicondutores
pode ser explicada pelo modelo das “bandas de valéncia”, que se assemelha ao modelo
dos semicondutores inorganicos. Neste modelo ha dois niveis principais de energia,
chamados de banda de valéncia, nivel menos energético, € banda de conducdo, nivel
mais energético. Os limites de energia entre a banda de valéncia e de condugdo sdo,
respectivamente, 0 HOMO (do inglés, Highest Occupied Molecular Orbital) e LUMO
(Lowest Unnoccupied Molecular Orbital)'*>. A diferenca de energia entre estas duas
bandas é chamada de Band Gap, que é uma propriedade intrinseca do material'*>°. Esta
condutividade intrinseca do material polimérico € produzida pela formagdo de cargas
geradas por agentes oxidantes ou redutores. O aumento da condutividade ¢ gerado pelo
aparecimento de “defeitos” na regido dos orbitais ligantes e antiligantes, ou seja, na
regido do Band Gap, através do processo de dopagem, os quais possibilitam a
movimentacdo de cargas nos estados chamados de sélitons, pélarons e bipdlarons!>®.
Quando se faz uma dopagem com um agente doador de elétrons, ocorre uma dopagem
do tipo n e quando se faz uma dopagem com um receptor de elétrons (“buracos
eletronicos”), ocorre uma dopagem do tipo p, como pode ser observado na Figura 14. O

tipo de dopagem realizada no polimero do presente trabalho foi a dopagem do tipo p, no
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qual o ion cloreto foi utilizado como dopante, que atuava como contra-ion (via interagao
eletrostatica) do agrupamento mais oxidado do polimero.
Viérios polimeros sdo conhecidos na literatura por possuirem a capacidade de

9

1'% polifenilenodiamina'> e

serem dopados, tais como, polianilina'®’, polipirro

poliaminofenol'®°.

Figura 14 — Esquema representativo do modelo de bandas de valéncia para materiais

semi-condutores e isolantes, representando a dopagem do tipo n € p.

Dopagem tipo-n Dopagem tipo-p

bt

“Band Gap”  Elétrons adicionais “Band Gap™

>

“Buracos eletronicos”

Banda de Valéncia Banda de Valéncia

Fonte: adaptado'!

1.7. Poli(4-aminofenol)

Os aminofendis sdo moléculas que possuem dois grupamentos doadores de
elétrons ligados em um anel aromatico, sendo a hidroxila (-OH) e a amina (-NH2). O
aminofenol pode ser considerado um derivado da anilina e do fenol, sendo moléculas
que também podem ser oxidadas e levam a formacao de polimeros. Polimeros derivados
da anilina geralmente formam polimeros semicondutores e possuem uma maior
solubilidade em solvente polares, em virtude do par de elétrons ndo-ligantes do
nitrogénio realizar ligagdes de hidrogénio com solventes protonicos como a agua.

Estes polimeros também podem ser formados por ligagdes anel-oxigénio-anel, a
partir da oxidag¢@o dos grupos fendlicos, formando éteres aromaticos, os quais podem
sofrer um processo oxidativo a ponto de comportar uma carga positiva, ainda mais
quando se realiza uma dopagem deste material, porém, ndo € um processo oxidativo

eletroquimicamente reversivel '6%163,
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A transicdo eletronica entre o 4tomo de carbono sp? do anel aromético e o 4&tomo
de oxigénio ¢ a n — [, na qual possui uma energia (dada em eV) menor que a
transi¢do 11— [ (ver Figura 15), mas de qualquer maneira o elétron consegue ser
excitado até um nivel energético maior, que € a da banda de condugdo (a condutividade
do material polimérico aumenta consideravelmente ao se realizar uma dopagem), ou

seja, ocorre a transi¢do eletronica'®.

Figura 15 — Esquema representativo da transi¢do eletronica entre os orbitais n — [

R,

i P S
Ri— 2 —R3
ARV
n—T7"

L O _

Fonte: o autor, 2018

Uma propriedade muito interessante dos polimeros derivados de compostos
fenolicos ¢ que podem formar filmes com uma alta resisténcia mecanica'®> devido a
essa forte ligagdo C-O da fungio organica éter de aromatico (360 kJ mol™1)!¢!,

Hé trés isdbmeros do aminofenol (Figura 16), sendo que o mais estudado ¢ o
2-aminofenol, desde a sua polimerizagdo eletroquimica realizada por Barbero et al'®.
Kunimura et al.'®’ também foi responsavel por estudar este isdmero do aminofenol, no
qual explorou a sua polimerizacdo e as suas propriedades espectroscopicas e
eletroquimicas. Com o passar dos anos, veio se tornando um polimero com aplicagdes

diretas em biossensores' %171,

Figura 16 - Representagdo dos isomeros do aminofenol.
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NH; NH NH,
OH
OH
OH
2-aminofenol J-aminofenol d-aminofenol

Fonte: o autor, 2017

O nosso grupo de pesquisa vem desenvolvendo vérios trabalhos com os
isdmeros do aminofenol, no qual se destacaram os sensores biologicos voltados para a
detecgdo e quantificacdo de bases nitrogenadas do DNA, bactérias, assim como dos
genes causadores da hepatite B, meningite e cAncer de prostata!’>17%,

A utilizacao de filmes poliméricos modificados, assim como a modificagao da
superficie de um eletrodo polarizavel ¢ uma ferramenta muito utilizada para otimizar as
propriedades desta plataforma e os aminofenois atuam com eficiéncia neste campo, pois
os grupamentos -OH e -NH; interagem muito bem com biomoléculas, principalmente
bases nitrogenadas!”> 178,

Virios tipos de eletrodos, como por exemplo, grafite, carbono vitreo, ouro,

platina, mercurio, pasta de carbono, sdo utilizados como matrizes para a funcionalizacdo

179,180 181,182 183-185

com polimeros visando aplicagdes em bactérias , catalise , sensores e

biossensores' %187 dentre outras.

1.8. Biossensores

Os sensores bioldgicos, também chamados de biossensores, se caracterizam por
serem dispositivos analiticos que contém uma plataforma de reconhecimento biologico
incorporada a um transdutor, cujo objetivo é transformar um sinal fisico-quimico em um
sinal elétrico ou digital mensuravel'®®1%°. Os receptores encontrados em tal plataforma
possuem a capacidade de se ligar, de forma adsortiva ou absortiva, a um analito de
interesse, encontrado em amostras simples ou complexas, por meio de uma interagdo

especifica entre receptor e analito (Figura 17).
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Figura 17 — Esquema representativo de um biossensor, onde estd ocorrendo o
biorreconhecimento do analito de interesse em uma plataforma e a consequente

transducao do sinal gerado.

I sina

Suporte
Transdutor
Unidade
de Sinal

Processadora

Analito  Componente Biolégico

Fonte: adaptado'®?

Os biossensores surgiram no mercado com o objetivo de facilitar e substituir os
testes convencionais, realizados por métodos de gravimetria, titulometria,
espectroscopias de massa e Raman, interferometria, fotometria e refratometria'®'. Tais
testes sdo bem precisos e muito utilizados, porém a leitura necessita ser feita em um
laboratério especifico e de mio de obra especializada'®?.

Os biossensores eletroquimicos foram os que mais se destacaram, por sua
exceléncia em especificidade, seletividade, sensibilidade, baixos limites de detecgdo,
portabilidade, baixo custo em relacdo a outros testes convencionais, capacidade de
miniaturizacdo e tempo rapido de resposta, além de atuar em é&reas de grande
importancia, tais como: clinica, alimentar, ambiental, de seguranca e defesa, entre
outras'®,

As principais interagdes entre os elementos de reconhecimento, que sdo a sonda
e o seu alvo complementar, sdo: biomiméticos celulares (biossensor biomimético);
enzima/substrato  (biossensor enzimdtico); antigeno/anticorpo  (imunossensor);
sequéncias de DNA complementares (genossensor); sistemas celulares (biossensor
celular)?!.

Quanto ao sinal obtido, ele ¢ mensuravel e pode ser obtido de varias maneiras.
Estes sinais sdo gerados pelo transdutor que podem ser classificados em Opticos,
eletroquimicos, gravimétricos, eletromagnéticos, piezoelétricos ou calorimétricos’
194,195, 196

O sinal obtido num biossensor eletroquimico envolve a interpretacdo das
interacdes do receptor € o alvo especifico, no qual ocorrem processos oxidativos ou

redutivos das espécies eletroativas, via transferéncia eletronica do meio reacional para a
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superficie do eletrodo e vice-versa!®” 7. As reagdes envolvidas nesse processo faradaico
sao de oxi-reducao (Eq. 1 e Eq. 2), sendo que a equagdo que rege esse processo €

representada abaixo:

R =0 +ne Eq.1
O +ne =R Eq.2

A espécie O representa a espécie oxidada, ja a espécie R representa a espécie
reduzida e a letra n representa o numero de elétrons transferidos no processo oxidativo e
redutivo. Esta transferéncia de elétrons do seio da solugdo para a superficie do eletrodo
ocasiona um esgotamento da espécie do analito de interesse, no qual, ao chegar na
superficie do eletrodo (transferéncia de massa: migracdo, convecgdo ou, geralmente, por
difusdo), este sofre uma transferéncia eletronica e ocorre o processo de oxidacao. Logo,
a transferéncia de massa e eletronica determinam a cinética de um processo faradaico’

(Figura 18).

Figura 18 — Esquema representativo do processo faradaico que ocorre na superficie do

eletrodo, evidenciando a transferéncia eletronica e de massa.
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Fonte: adaptado'®®
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2. OBJETIVOS

O objetivo geral do trabalho foi o desenvolvimento de uma pasta de carbono
baseada em grafite em flocos, negro de fumo, resina Vinisol® e poli(4-aminofenol) para
utilizacdo como superficie eletrodica de um eletrodo de trabalho e aplicagdo em

biossensores.

2.1. Objetivos especificos

e Sintese quimica e caracterizagdo do poli(4-aminofenol);

e Sintese e caracterizacdo de uma pasta de carbono constituida por grafite em
flocos, negro de fumo, resina Vinisol® e poli(4-aminofenol);

e Desenvolvimento de um eletrodo de trabalho utilizando materiais de baixo custo
(fio de cobre, capa de acrilico de CD-ROM, ponteira de propileno e pasta de
carbono;

e (aracterizagdo e teste biologico da plataforma desenvolvida por meio da
imobilizacdo de uma sonda de oligonucleotideo poli{GA] e interagdo com seu

alvo complementar poli[CT].
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3. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

3.1. Materiais utilizados

Todos os reagentes utilizados apresentam grau analitico e foram utilizados
conforme recebidos, sem nenhum pré-tratamento (Tabela 2). Todas as vidrarias

utilizadas nas etapas de sintese foram bem lavadas e, em seguida, lavadas em agua

deionizada.

Tabela 2 — Reagentes utilizados, grau de pureza e marca.

Reagentes Pureza Marca
4-aminofenol >99,9% Merck
Persulfato de amonio 98% Synth
Hidroxido de sodio 99,9% Neon
micropérolas P.A.
Grafite em flocos >99,9% Sigma Aldrich
(325 mesh)
Negro de fumo — 7055® - Columbian Chemicals
Resina Vinisol® 15,5 % PVA; 84,5 % PVC Vinisol
Acetato de butilglicol 98% Dinamica
4-metilpentan-2-ona 99% Reagen
Diclorometano 99,5% Vetec
Acido cloridrico 38% Fmaia
Acido perclérico 70% Quimibras
Cloreto de potassio 99,89% Neon
Monohidrogenofosfato de 98% Neon
sodio
Dihidrogenofosfato de 98% Neon
sodio

Na preparacao das solugdes foi utilizada dgua deionizada provinda de um
sistema Master System (Gehaka), com condutancia de 0,05 + 0,01 uS. As massas dos

reagentes foram pesadas em uma balanga analitica da marca Shimadzu AUW220D.
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3.2.  Metodologias

3.2.1. Sintese quimica do poli(4-aminofenol)

A sintese quimica do poli(4-aminofenol) foi realizada mediante a mistura de
100 mL de uma solucdo monomeérica, contendo o monomero 4-aminofenol
(0,18 mol L), hidréxido de sédio (0,18 mol L) e 100 mL de uma solugio oxidante,
contendo persulfato de amonio (1,8 mol L) e 4cido cloridrico (0,18 mol L). A solu¢do
monomérica foi preparada a partir de 2,000 g do mondémero 4-aminofenol e 0,733 g de
hidroxido de sdédio em 4gua deionizada. Ja a solucdo oxidante consistiu na adi¢do de
152 [OL de HCl e 41,760 g de persulfato de amonio em 4gua deionizada. A solugdo de
persulfato de amonio foi adicionada gota a gota a solu¢do do mondmero, num intervalo
de 3 horas, com agitagdo em banho de gelo, com manutencdo da temperatura reacional
entre 0 e 5 °C.

A sintese foi realizada no escuro até o final para evitar processos oxidativos
paralelos do monomero. Em seguida, a solugdo reacional ficou em repouso durante
12 horas na geladeira com o mesmo intervalo de temperatura (0 - 5 °C), formando-se
uma solucdo mae e um soélido escuro. Esta solugdo, que apresentou pH em torno de 1,3,
foi filtrada a vacuo e o precipitado foi lavado com dgua deionizada em uma solugdo de
HC1 1,0 mol L.

O precipitado foi levado a estufa a 50 °C por 24 h e estocado na geladeira. Um
esquema representativo da sintese quimica do poli(4-aminofenol) ¢ mostrado na Figura

19.
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Figura 19 — Procedimento experimental de sintese do poli(4-aminofenol).
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Fonte: o autor, 2018

3.2.2. Sintese da pasta de carbono

A pasta de carbono foi composta de grafite em flocos com uma gramatura de
325 mesh, negro de fumo, resina Vinisol® e poli(4-aminofenol) preparado
quimicamente. ApoOs diversos testes preliminares, a formulacdo escolhida foi a de
6,0 : 1,5 : 1,0 : 2,0 para grafite, negro de fumo, resina Vinisol ® e poli(4-aminofenol),
respectivamente. A primeira etapa foi a solubilizagdo a quente (cerca de 60 °C) da resina
Vinisol® (1,0 g) em 6,0 mL de metilisobutilcetona + 1,0 mL de acetato de butilglicol.
Em seguida, apds a solubilizacao da resina, foi adicionado o grafite em flocos (0,600 g),
o negro de fumo (0,150 g) e o poli(4-aminofenol) (0,200 g), que ¢ a parte condutora
elétrica da pasta. Nesta primeira etapa de adi¢do dos reagentes liquidos e sélidos, foi
utilizado um transporte mecanico de massa, por meio de um agitador magnético.

Depois da homogeneizagdo inicial, foi feita uma alternancia entre a chapa
aquecedora (65 — 75 °C, por 20 minutos) e o banho de ultrassom (utilizacao da agitagao

mecanica com auxilio das chicanas por meio de um rotor mecanico) durante 1 hora.
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Este procedimento foi feito por 4 vezes. Observou-se uma queda no volume da solugao
em funcao da evaporacao do solvente, e aumento da viscosidade da pasta de carbono.
O volume de pasta de carbono produzida com estas proporgdes e quantidades de

solvente foi cerca de 20,0 mL. A Figura 20 mostra o preparo da pasta de carbono.

Figura 20 - Procedimento experimental da sintese da pasta de carbono.
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Pasta de grafite em flocos/
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Fonte: o autor, 2018

3.2.3. Método de agitacdo e ultrassom

Visando obter uma melhor homogeneizagdo da pasta de carbono, foram
combinados dois métodos de mistura, entre eles o ultrassom (fendmeno da cavitagdo) e
a agitagdo mecanica. O sistema de agitagio mecénica consiste numa peca de Teflon®

com encaixe em um béquer de 50 mL, a qual possui 4 chicanas que vao auxiliar na
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mistura (Figura 21). Para a estabilizagao deste béquer em um sonicador Maxi Clean
1600, com auxilio de garras, foi construido uma segunda peca (Figura 22). Esta segunda
peca tem como objetivo manter o béquer estatico dentro do sonicador para que ndo se
movimente junto com a pa giratéria quando esta sofrer agitagdo em virtude do rotor
mecanico. Para realizar o movimento circular foi adaptado um rotor mecanico sobre o
sonicador, no qual a pa giratéria € acoplada em um mandril do proprio rotor mecanico.

O sistema por inteiro pode ser melhor visualizado na Figura 23.

Figura 21 — Desenho técnico da pe¢a de encaixe no béquer de 50 mL com pa giratoria

concéntrica.
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Figura 22 — Desenho técnico do suporte de teflon usado para estabilizacao do béquer de

50 mL no sonicador.
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Figura 23 — Sistema de ultrassom (Sonicador) e agitacdo mecanica (pa giratoria

acoplada a um mandril de um rotor mecanico).

3.2.4. Caracterizagdo da pasta de carbono

Andlises de infravermelho foram realizadas com o objetivo de avaliar as
principais bandas da pasta de carbono, assim como para comparar com 0s espectros dos
outros componentes da pasta. As leituras foram realizadas diretamente no cristal de
seleneto de zirconio em um espectrofotometro FTIR-ATR modelo Spectrum Two da
Perkim Elmer, com uma resolugdo de 4 cm™ num total de oito varreduras entre 600 e

4000 cm™!, (Figura 34).

Figura 34 — Espectrofotometro FTIR-ATR modelo Spectrum Two da Perkin Elmer.
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As analises de difragdo de raio-X foram realizadas em um difratometro de raios-
X modelo XRD-6000 da Shimadzu com os seguintes pardmetros: radiacao de Cu Ka
(1,5406 A), angulo de espalhamento de 5° & 85°, velocidade de varredura de 2 ° min™,
poténcia de 40 kV, corrente de 30 mA e resolucao de 0,02° (Figura 35).

Figura 35 — Difratometro XRD-6000 da Shimadzu.

Anadlises da superficie dos materiais desenvolvidos foram efetuadas por
microscopia eletronica de varredura (MEV). O polimero poli(4-aminofenol) foi
solubilizado em acetona, gotejado e evaporado no suporte de leitura (“stub”). Para
realizar a varredura microscépica da pasta de carbono seca e curada, foi realizado um
pré-tratamento da pasta, no qual esta foi gotejada sobre uma superficie de vidro e secada
ao ambiente. Em seguida a pasta seca foi retirada, por raspagem, e colocada sobre o stub
de aluminio de leitura do microscépio eletronico de varredura. Foram feitas duas
analises na pasta de carbono, uma sem realizar o polimento e outra realizando o
polimento no papel sulfite A4 Chamex Office 75 g/m?, com o objetivo de fazer uma
comparac¢do da superficie, visto que antes de realizar a leitura eletroquimica ¢ feito o
polimento. O suporte foi colocado no metalizador Leica EM SCDO050 e foi aplicado
uma corrente de 75 mA, durante 180 s, para deposicdo do ouro. Em seguida, as
amostras foram colocadas no microscopio eletronico de varredura da Zeiss, EVO

MAI10, para obtengdo das imagens, (Figura 36). As analises foram realizadas em um
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microscopio eletronico de varredura Zeiss EVO MA 10 com uma tensdo de aceleragdo

de 15,00 kV e ampliagdes de 1000x ¢ 10000x.

Figura 36 — (a) Microscopio eletronico de varredura ZEISS modelo EVO MAI10 e
(b) metalizador Leica EM SCDO050.

As andlises de viscosidade tiveram como objetivo avaliar a viscosidade da pasta
de carbono recém preparada. O viscosimetro utilizado foi um redmetro Brookfield
R/S plus (geometria cone & placa) acoplado ao software Rheo3000 (Figura 37), com
controle de temperatura via banho termostético (TC — 602). Como o volume de amostra

era pequeno foi utilizada a técnica cone-prato com spindle modelo 50-1.

Figura 37 — Reometro Brookfield R/S plus com a amostra de pasta de carbono.
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3.2.5. Aparatos eletroquimicos e preparo do eletrodo de referéncia

Para  realizar as  leituras  eletroquimicas  foi  utilizado  um
potenciostato/galvonostato do tipo Autolab modelo PGSTAT302N do laboratério
LAFIP-BioSENS. O programa/software utilizado para a aquisicdo das medidas foi o
GPES. As técnicas eletroquimicas utilizadas foram voltametria ciclica (VC) e
voltametria de pulso diferencial (VPD). A célula eletroquimica utilizada, com um
volume aproximado de 50 mL, foi uma célula de trés compartimentos. Para minimizar a
queda 6hmica, um capilar de Luggin foi direcionado do compartimento do eletrodo de
referéncia para o de trabalho. O contra-eletrodo utilizado foi um fio de platina em

espiral com uma area geométrica de 232,5 mm?

em que o contato elétrico foi feito
diretamente no fio de platina. Para ele nao ficar solto e ter um manuseio simples, este
foi introduzido dentro de uma ponteira de 1 mL e vedado com fita veda rosca (Figura

39).

Figura 39 — Contra-eletrodo de fio de platina.

R ]

O eletrodo de referéncia utilizado foi de Ags/AgClag/Claq construido de
maneira artesanal, no qual uma placa de prata de 99,9 % de pureza, de dimensdes de 5,0
cm x 0,2 cm, foi polida com palha de aco e limpa com agua deionizada em abundancia.
A placa de prata foi imersa em solu¢io de HCI 0,1 mol L' e submetida a técnica de
cronoamperometria, sendo o fio de platina como contra-eletrodo e um outro eletrodo de
Ags/AgClisy/Clag utilizado como eletrodo de referéncia (eletrodo de referéncia
comercial). O potencial aplicado foi de +0,7 V vs Ag(s/AgClaq)/Cl aq) por 3 minutos. O
armazenamento deste eletrodo foi em solucdo de KCI saturado (= 3,0 mol L) contida
em uma ponteira universal de 1,0 mL, em cuja extremidade foi inserida uma membrana
de troca ionica semipermeavel. A Figura 40 mostra uma melhor visualizagdo do

eletrodo de referéncia e da construgao deste.
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Figura 40 — (A) Constru¢do do eletrodo de referéncia em etapas resumidas e
(B) imagem do eletrodo de referéncia.
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3.2.6. Caracterizagdo eletroquimica da pasta de carbono

Os eletrodos de trabalho recém construidos foram submetidos a testes para
verificar a resisténcia elétrica dos mesmos, visto que ha a possibilidade de formar sulcos
na pasta na extremidade da ponteira, ocasionando aumento da resisténcia elétrica e
impedimento da passagem de corrente elétrica. Para isso, foram feitas leituras em um
multimetro, entre a ponta do fio de cobre e ponta da ponteira com a pasta de carbono,
nas quais a resisténcia elétrica média deveria ficar entre 10 Q e 25 Q. Se os eletrodos
ficassem com uma resisténcia acima disso, eram descartados.

Em seguida foi realizada a caracterizacdo eletroquimica, na qual o eletrodo de
trabalho foi mergulhado em uma solugdo contendo 4cido perclérico 0,5 mol L' e
efetuadas voltametrias ciclicas entre +0,2 V e +1,0 V, 50 mV s™' até estabilizacdo da
corrente dos voltamogramas.

A estabilizagdo de corrente ocorreu a partir da 15* varredura com um valor

aproximado de corrente na faixa de 60,0 — 100,0 [JA.

3.2.7. Imobiliza¢ao de biomoléculas na plataforma do eletrodo de trabalho

Oligonucleotideos sintéticos foram imobilizados sobre a superficie do eletrodo
de trabalho com o objetivo de avaliagdo de resposta da plataforma construida frente a
biomoléculas modelo para biossensores de DNA. A deteccdo da sonda e do alvo

complementar foi realizada de forma direta (sem a utilizagdo de agente intercalantes)
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por meio da voltametria de pulso diferencial (VPD), em eletrélito suporte tampao
fosfato pH = 7,4 (0,10 mol L). Os pardmetros empregados foram: amplitude de pulso
de 0,07 mV e velocidade de varredura de 30 mV s™' com faixa de potencial entre +1,0 V
etl,4V.

Os oligonucleotideos sintéticos utilizados possuem 16 mer, sendo o [poli(GA)
(5’-GGG GGG GGA AAA AAA A-3’) e [poli (CT)] (3°-CCC CCC CCT TTT TTT T-
5%). Primeiramente foi construida a linha base dos eletrodos, no qual ¢ realizada uma
voltametria de pulso diferencial em tampio fostato pH = 7,4 (0,10 mol L) até a
estabilizacdo da corrente (quando os voltamogramas de pulso diferencial referente as
linhas base estao sobrepostos), para a subsequente subtracao e correcao da linha base do
voltamograma. Em sequéncia foram gotejados 2,0 pL da sonda poli(GA) sobre a
superficie do eletrodo de trabalho e deixado em repouso por 15 minutos sob vacuo,
seguido de lavagem em tampdo fosfato pH = 7,4 (0,10 mol L!) por 10 segundos.

Para realizar a deteccdo da atividade eletroquimica da sonda poli(GA) sobre a
superficie eletrédica foi realizado uma varredura em VPD, caracterizados pela
(Detecgao direta I) na Figura 42. Depois, 2,0 uL do alvo poli(CT) foram gotejados sobre
os outros eletrodos sensibilizados com a sonda e mantidos a 37 °C por 15 minutos.
Neste caso, os eletrodos foram mantidos dentro de um recipiente fechado para evitar a
evaporacao do solvente, otimizando assim a hibridizagdo. Apds a interagdo, os eletrodos
foram lavados em tampao fosfato por 10 segundos, secos a 37 °C em uma estufa e
avaliado por VPD, caracterizados pela (Deteccao direta II) na Figura 42. Para melhor

visualizagdo desta etapa de detec¢do do material bioldgico, ver Figura 42.

Figura 42 — Esquema representativo de detecgdo dos oligonucleotideos.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1.  Caracterizac¢do do poli(4-aminofenol) e da pasta de carbono

Para a producao do eletrodo de trabalho foi necessaria a preparacao do poli(4-
aminofenol) por via quimica, o qual foi utilizado na pasta de carbono contendo os
outros componentes (negro de fumo, grafite em flocos e resina Vinisol®, propor¢des de
1,5: 6 : 1, respectivamente). Apds a pasta de carbono ser preparada, esta foi submetida
a algumas caracterizagdes, juntamente com o poli(4-aminofenol), para melhor
entendimento da estrutura e morfologia destes. Visando efetuar a caracterizagdo
reoldgica de viscosidade, a pasta de carbono foi submetida a esta imediatamente apos a
sintese, para evitar que a evaporagdo do solvente nao alterasse qualquer propriedade.

Para realizar as caracterizagdes de espectroscopia no infravermelho,
difratometria de raios-X e microscopia eletronica de varredura, a pasta de carbono ¢ o
poli(4-aminofenol) foram secos em uma estufa a aproximadamente 60 °C, para retirada
do solvente (evaporagao) e, posteriormente, macerados.

A pasta de carbono recém preparada apresenta colora¢do negra brilhante
(Figura 43 A) e uma consisténcia/viscosidade mais liquida do que viscosa, que foi a
adequada para o presente trabalho. Apds o tratamento térmico, a pasta de carbono
formou um p6 em granulos finos e quebradigos, com uma coloracdo preta (Figura 43
B). O poli(4-aminofenol), mostrado na Figura 43 C, também se encontra na forma de
um pod de coloragdo negra, porém, visualmente, ¢ verifica-se que a sua granulometria ¢

maior que da pasta de carbono tratada termicamente.

Figura 43 — Imagens da pasta de carbono recém preparada (A) e apds o tratamento

térmico (B) e o poli(4-aminofenol) apds o tratamento térmico, na forma de pé (C).
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A consisténcia da pasta tem uma relacao direta com a viscosidade, sendo uma
importante propriedade, visto que influencia diretamente no momento de

impressao/deposicao ou reprodu¢do da pasta de carbono.

4.1.1. Analise de Viscosidade da pasta de carbono

A reologia ¢ o estudo da deformacdo e escoamento/fluxo da matéria sob a

200, 201 = A viscosidade é uma

aplicagdo de forcas de cisalhamento ou por tragdo
propriedade reoldgica que avalia a resisténcia a deformacao progressiva por meio desta
forga de cisalhamento ou tragdo e que pode ser aumentada com o aumento da
quantidade de material solido ou aglutinantes em relagio ao solvente utilizado?%> 2%,

A pasta de carbono desenvolvida apresentou propriedades reopéticas
(propriedade na qual a viscosidade de um fluido nao newtoniano muda quanto sofre
uma perturbacdo mecanica, ou seja, aumenta com a taxa de cisalhamento) e um teor de
15,6 % (m/m) de material particulado, sendo este resultado semelhante aos encontrados

na literatura®®+2%

Figura 44 — Medida de viscosidade para a pasta de carbono em func¢do da taxa de

cisalhamento.
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Valores de viscosidade entre 4 ¢ 12 centipoise (cP) entram na classificagdo de
pasta de carbono®®, sendo que a viscosidade da pasta do presente trabalho foi de 5 cP
(Figura 44).

Um problema gerado ao possuir uma pasta de carbono com uma alta viscosidade
seria, quando fosse realizar a secagem/cura desta, ocorresse a formagao de sulcos nos
vértices da cavidade destinada a deposi¢do da pasta (principalmente no bulk do
eletrodo) e, consequentemente, formaria uma pasta de carbono porosa. Para evitar tal
problema, optou-se por trabalhar com uma pasta de carbono com baixa viscosidade, ou
seja, com uma menor quantidade de material particulado em sua composi¢cdo. O
problema da porosidade, como dito no item 1.1, gera dificuldade na transferéncia
eletronica, ocasionando aumento da resisténcia elétrica.

A viscosidade da pasta de carbono produzida foi baixa (em torno de 5 cP),
indicando que a quantidade de material particulado ¢ pouca, ou seja, ainda havia uma
grande quantidade de solvente na composicdo desta. Como os solventes utilizados
(MIBC/ABG) sdo bem volateis (Ponto de ebulicdomsc: 131,6 °C; Ponto de ebulicdoasa:
126 °C)?"7, foram realizadas varias adi¢des da pasta de carbono na cavidade, até a pasta
ultrapassar o limite de altura da ponta da ponteira. Apds a ltima secdo de aquecimento,
foi realizado um leve polimento da superficie de cada eletrodo de trabalho desenvolvido
para averiguar a auséncia de bolhas na cavidade, pois hé a possibilidade de mais injecao
de pasta e a recuperacao da superficie do eletrodo. O problema gerado pela porosidade
acarretaria no aumento significativo da resisténcia, assim como na possivel auséncia de

condutividade entre o fio de cobre e a superficie do eletrodo de trabalho.

4.1.2. Analise da resisténcia elétrica da pasta de carbono seca/curada

Apds 24 h de aquecimento dos eletrodos a aproximadamente 50 °C, como
descrito no item 3.2.3., foi determinada a resisténcia elétrica do eletrodo de trabalho
utilizando um multimetro. A Figura 45 mostra os resultados da avaliagdo da resisténcia
elétrica de 15 eletrodos preparados com a pasta de carbono, em que a resisténcia elétrica
se mostrou aceitdvel para os testes eletroquimicos, ou seja, da ordem de 10 Q 208210 A
média dos 15 eletrodos foi de 14,2 + 3,8 Q. Na literatura também sdo descritas
resisténcias elétricas maiores, da ordem de 50 — 200 Q, como observado em pastas de

211,212

carbono com tricresil fosfato como aglutinante/dispersante.
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Figura 45 — Resisténcia elétrica para um espago amostral de quinze eletrodos.
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Fonte: o autor, 2018
4.1.3. Caracterizagdo espectroscopica no Infravermelho dos materiais sintetizados

O negro de fumo ¢ uma forma alotropica do carbono e possui uma morfologia
acinoforme em que suas cadeias estdo todas “emaranhadas” e constituidas de “particulas
primarias” esferoidais fortemente fundidas, ou seja, estdo de forma aglomerada e uma
irregular disposi¢do no espaco!® (Figura 46 A). J4 o grafite em floco, possui planos
basais sobrepostos de maneira irregular € com tamanhos diferentes, mas com o maximo

de contato entre eles?!* (Figura 46 B).
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Figura 46 — Imagens representativas da estrutura do negro de fumo (A) e do grafite em
flocos (B) nos seus cinco tipos: I-) distribui¢do uniforme, orientacdo aleatoria;
II-) Agrupamento de “rosetas”, orienta¢do aleatdria; III-) Flocos com tamanhos

diferentes sobrepostos, orientacdo aleatoria; IV-) Segregacdo interdentritica, orientagdo

aleatoria; V-) Segregacao interdentritica, orientacdo preferencial.

Fonte: adaptado®'

O espectro de infravermelho do negro de fumo e do grafite em flocos estad

representado pela Figura 47.

Figura 47 — Espectro de infravermelho comparativo entre o negro de fumo e o grafite

em flocos.
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O espectro de infravermelho representado na Figura 47 ¢ do negro de fumo e do
grafite em flocos, que foram os materiais carbonéaceos utilizados na producao da pasta
de carbono, e que foram responsaveis por conferir condutividade ao sistema. Como
pode ser observado, o negro de fumo e o grafite em flocos ndo possuem fungdes
organicas que influenciassem no espectro de infravermelho da pasta de carbono?!' - 2!7,
Seria esperado que houvesse algumas bandas na regido aproximada de 3000 cm™ no
espectro do grafite em flocos, entretanto, por este possuir uma simetria na sua estrutura
faz com os momentos dipolos se cancelem.

O poli(4-aminofenol) ¢ o polimero derivado da oxidacdo do monomero
4-aminofenol, o qual possui os grupos funcionais hidroxila (-OH) e amino (-NH>) e
estes grupos foram essenciais para a formagao do polimero, por meio de acoplamentos
anel/heterodtomo e anel/anel. Os principais grupamentos organicos encontrados no
poli(4-aminofenol) sdo amina benzendide, imina quindide, iminoquinona e éter

aromatico, assim como os grupamentos hidroxila e amino livres (Figura 48).

Figura 48 — Formas representativas dos principais segmentos encontrados no poli(4-
aminofenol), entre eles as aminas benzenoides, iminas quinodides, iminoquinona, éter

aromatico, hidroxila e amino.
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Fonte: o autor, 2018

Pelo espectro de infravermelho do poli(4-aminofenol), mostrado na Figura 49, é
possivel observar algumas bandas relacionadas a estiramento axial simétrico

(1089 cm™) e axial assimétrico (1250 cm-!) de éteres (C-O-C), estiramentos axiais de
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imina quinoide (R=N-R) (1603 cm™) e de amina benzendide (R-NH-R) (1556 cm™),
indicando que a polimerizagdo formou grupamentos de éter, amina € imina aromaticas.

Figura 49 — Espectro de infravermelho do poli(4-aminofenol).
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As bandas das aminas benzendides e iminas quinoides, obtiveram semelhanca
em relacdo ao numero de onda das bandas do polimero do presente trabalho com a

169170 Como a ressonancia da cadeia polimérica é alta (transferéncia de

literatura
elétrons alta) ocorreu uma pequena deslocalizagio (aproximadamente 50 cm™)1® - 220
das bandas de amina benzendide e imina quindide para maiores nimeros de onda.
Houve o aparecimento de uma banda intensa em 1509 cm™' referente a ligacio
C=C de anel aromatico. Em 1666 cm™ ¢é possivel encontrar uma pequena banda
referente ao segmento iminoquinona (Figura 50), devido a maior quantidade de agente
oxidante na sintese quimica, ocorrendo assim a oxidac¢do da hidroxila e principalmente
da amina livre na cadeia polimérica. As setas indicadas na Figura 50 mostram os
possiveis sitios da molécula em que a polimerizacao pode dar continuidade, sugerindo

um acoplamento anel/anel ou heterodtomo/anel.
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Figura 50 — Forma iminoquinona e os sitios possiveis de continuidade da

N/

polimerizacao.

Fonte: o autor, 2018

Na regido entre 3700 cm™! e 2700 cm™ ¢ possivel observar uma banda larga
referente ao estiramento de -OH livre. Como nesta regido ocorre a absorcao referentes
aos estiramentos simétricos e assimétricos da H»O, sugere-se que dentre os reticulos
poliméricos da cadeia ocorreu a oclusdao de moléculas de 4gua, mesmo passando por um
tratamento térmico antes da caracterizacgao.

Outra banda de significativa importancia ¢ referente ao desdobramento no plano
de -OH em 1362 cm™!, sugerindo que nem toda hidroxila foi oxidada ou formou um éter
com anel aromatico. Para comprovar que o material polimérico foi dopado com o ion
cloreto, ¢ possivel observar a banda de média intensidade do estiramento da ligagao
C-Clem 819 cm™'.

A Figura 51 representa o espectro da resina Vinisol® (copolimero do cloreto de
vinila com acetato de vinila) que foi utilizado como aglutinante/dispersante da pasta de

carbono.
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Figura 51 — Espectro de infravermelho da resina Vinisol®.
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De acordo com a Figura 51, € possivel observar o espectro da resina Vinisol® no

qual as principais bandas foram: 1738 cm!, referente ao estiramento simétrico de

1 1

carbonila, 1429 cm’ referente a

referente a deformagdo angular de C-H, 1371 cm”
deformagio angular de C-H geminal, 1237 cm!, referente ao estiramento assimétrico de
C-0-C, 1024 cm™', referente ao estiramento simétrico de C-O-C e 612 cm™' referente ao
estiramento da ligagao C-CL

Como a pasta de carbono ¢ uma jungdo dos materiais citados acima, ¢ de se
esperar que a maioria das bandas sejam encontradas no espectro da pasta. Como
somente o poli(4-aminofenol) e a resina Vinisol® apresentaram bandas no
infravermelho médio analisado, tem-se que todas as bandas citadas acima foram
encontradas no espectro de infravermelho da pasta de carbono. Para melhor visualizagao
das bandas do poli(4-aminofenol) foi feita uma sobreposi¢ao dos espectros da resina
Vinisol®, do poli(4-aminofenol) e da pasta de carbono, como pode ser observado na

Figura 52.
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Figura 52 — Sobreposicao dos espectros de infravermelho da pasta de carbono, resina

Visinol® e poli(4-aminofenol)

3783 s UM\ \

3157

Transmitancia / u.a.

—— Pasta de carbono
—— Resina Vinisol®
Poli(4-aminofenol)

' T ' T ' T ' T ' | ' |
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

Numero de Onda / cm']

Fonte: o autor, 2018

As tUnicas bandas que surgiram no espectro da pasta (Figura 52), que ndo
estavam presentes no espectro do poli(4-aminofenol) e da resina Vinisol® foram as
observadas em 3783 cm’!, referente ao estiramento axial de -OH livre e 2916 cm™
referente ao estiramento axial de C-H de alcano. Também foi observado um aumento da
intensidade da banda referente ao estiramento axial intermolecular de -OH (ligagdo de
hidrogénio intermolecular) no nimero de onda 3157 cm™. Fazendo uma ampliagdo da
regido entre 2000 cm™! e 600 cm™ pode-se observar melhor a sobreposi¢do das bandas,

assim como a distin¢ao destas (Figura 53).
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Figura 53 — Sobreposicao dos espectros de infravermelho da pasta de carbono, resina

Visinol® e poli(4-aminofenol) entre 2000 cm™ e 600 cm’'.

Transmitancia / u.a.

—— Pasta de carbono
—— Resina Vinisol®
Poli(4-aminofenol)

T
2000 1800

' | ' T
200 600

T | |
1600 1400 1200 1000

Numero de Onda / cm™ .

Fonte: o autor, 2018

Como observado na Figura 53, no qual houve uma ampliacdo da regido entre
600 cm™ € 2000 cm™!, a banda de C=C de anel aromético diminui do espectro do poli(4-
aminofenol) para o espectro da pasta de carbono. Uma sugestdo em relagdo a esse
abaixamento, € que o sistema de agitacdo mecanica e ultrassom utilizado, quebrou as
cadeias poliméricas em cadeias menores.

De acordo com a Tabela 3 € possivel verificar os nimeros de onda referentes as
principais bandas observadas no poli(4-aminofenol), resina Vinisol® e a pasta de

carbono.
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Tabela 3 — Principais bandas observadas nos espectros de infravermelho para o poli(4-
aminofenol), resina Vinisol® e pasta de carbono

Amostra Numero de

onda (cm)

Poli(4-aminofenol) 3157
1666

1603

1556

1509

1362

1250

1089

819

Resina Vinisol® 1738
1429

1371

1237

1024

612

Pasta de carbono 3783
2916

Modo de vibragao

Estiramento axial intermolecular de -OH

Estiramento simétrico de iminoquinona

Estiramento axial de imina quinoide (R=N-R)

Estiramento axial de amina benzenoide (R-NH-R)

Estiramento de C=C de anel aromatico
Estiramento angular de -OH livre
Estiramento axial assimétrico de C-O-C
Estiramento axial simétrico de C-O-C
Estiramento axial da ligacdo C-Cl
Estiramento axial de C=0
Estiramento angular de C-H
Esiramento angular de C-H geminal
Estiramento axial assimétrico de C-O-C
Estiramento axial simétrico de C-O-C
Estiramento axial da ligagcao C-Cl
Estiramento axial de -OH livre

Estiramento axial de C-H de alceno

4.1.4. Caracterizagdo estrutural difratométrica de raios -X dos materiais sintetizados

Quando ¢ realizada uma polimerizacdo, geralmente ocorre a mudanca da

estrutura do material, no qual foi observado na formag¢ao do poli(4-aminofenol) a partir

do monomero 4-aminofenol. A Figura 54 representa o difratograma do monomero

4-aminofenol.
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Figura 54 — Difratograma do mondmero 4-aminofenol.

Intensidade relativa / u.a.

10 20 30 40 50 60 70 80
260 (graus)

Fonte: o autor, 2018

De acordo com a Figura 54, tem-se que os planos do mondmero 4-aminofenol
estdo todos ordenados e organizados espacialmente, representados por picos agudos e
com boa resolu¢do. Em comparagdo com o poli(4-aminofenol), representado pela Figura
55, tem-se que houve a polimerizagao, visto que houve mudanga do perfil e alargamento
dos picos, sugerindo que o material passou a ser classificado como semi cristalino.
Como houve uma mudanga de cristalinidade, tem-se que o rearranjo conformacional dos
planos poliméricos foram alterados, afirmando que o material ficou com uma estrutura

irregular e tridimensional.
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Figura 55 — Difratograma do poli(4-aminofenol).

Intensidade relativa/ u.a.

10 20 30 40 50 60 70 80
26 (graus)

Fonte: o autor, 2018

O resultado mostrou que os picos caracteristicos sdao de um material de baixa
cristalinidade por possuir picos alargados, porém maximo agudos. Os picos de difracao
de Bragg do difratograma do poli(4-aminofenol) sdo 26 = 5,30° 12,1°; 17,9°; 26,2°.

Os picos de difragdo de Bragg em 20 = 64,4° 77,5° representam o material de
aluminio do porta amostra utilizado no laboratorio de multiusuario do Instituto de
Quimica da Universidade Federal de Uberlandia.

A Figura 56 ¢ um difratograma com os quatro componentes solidos encontrados
na pasta de carbono, entre eles o grafite em flocos, o negro de fumo, a resina Vinisol® e

o poli(4-aminofenol), bem como o difratograma da pasta de carbono.
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Figura 56 - Difratograma comparativo entre a pasta de carbono e os quatro

componentes sélidos que a compdem, entre eles: grafite em flocos, negro de fumo,

resina Vinisol® e o poli(4-aminofenol).

Intensidade relativa / u.a.

Pasta de Carbono
——Grafite em Flocos
Megrode Fumao
— P ali{4-aminofenol}
Res=ina Vinizol

26 (graus)

Fonte: o autor, 2018

60 70 a0

H4 o aparecimento de dois picos no difratograma do grafite em flocos,

representado a sua alta cristalinidade, que também aparecem no difratograma da pasta

de carbono, porém, houve uma diminui¢do da intensidade deles em virtude da

incorporac¢do dos outros componentes da pasta, que sdo semi-cristalinos, como a resina

Vinisol®, o negro de fumo e o poli(4-aminofenol).

4.1.5. Caracterizagdo morfologica por microscopia eletronica de varredura dos

materiais sintetizados
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A Figura 57 mostra um conjunto de imagens de microscopia eletronica de
varredura (MEV) que comparam o poli(4-aminofenol) e a pasta de carbono seca/curada
sem polir e polida.

Figura 57 — Microscopias eletronicas de varredura do poli(4-aminofenol) (A e B), da
pasta de carbono seca/curada sem polimento (C e D) e com polimento (E e F) nas

magnificacdes de 1000x e 10000x.

As Figuras 57 (A e B) representam as imagens de MEV do poli(4-aminofenol),

nas quais ¢ possivel observar aglomerados, com tamanhos e superficies semelhantes e
homogéneos. Uma outra caracteristica que se pode atribuir as imagens de microscopia
do poli(4-aminofenol) é que os aglomerados lembram escamas sobrepostas e de formas

irregulares.
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As Figuras 57 (C, D, E e F) referem-se a pasta de carbono seca e curada,
respectivamente. A Figura 57 (C e D) representa a pasta seca e curada sem polimento. A
pasta seca apresentou cristais em pequenos flocos. Foi possivel observar que a pasta
seca apresentou cristais em pequenos flocos, no qual os flocos de grafite (Figura 57 C)
possuem um tamanho maior em relacao aos outros componentes da pasta. Ao observar a
Figura 57 D tem-se que também ha flocos de grafite (indicado pelas setas amarelas)
com tamanho reduzido, na ordem de 2 a 4 micrometros, e as pequenas esferas todas
espalhadas pelos reticulos sdo as moléculas de negro de fumo, que apresentam tamanho
de aproximadamente 200 nm, conforme descrito na literatura (tamanho entre
80 e 800 nm)*!3. As imagens de MEV representadas pela Figura 57 (E e F) retratam a
superficie da pasta de carbono curada e polida. E possivel observar que a superficie se
mostrou homogénea com pequenos detalhes porosos, ou seja, sem nenhuma
protunberancia ou cavidade muito aparente.

Ja o poli(4-aminofenol), por estar na mesma faixa dimensional dos flocos de
grafite, ou seja, na ordem de 10-15 micrometros, ndo se torna evidente sua
diferenciagdo, por apresentar comportamento espacial semelhante. Para uma melhor
visualizagdo desta diferenga, a Figura 58 mostra o grafite em flocos cuja magnificacdo

foi de 1000x e 10000x.

Figura 58 — Microscopia eletronica de varredura para o grafite em flocos (A — 1000x e

B — 10000x).

\

‘.@ : \‘\

Para visualizagdo das particulas acinoformes no negro de fumo foi realizada

microscopia eletronica de varredura deste material & uma magnificacdo de 10000x e

70000x (Figura 59).
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Figura 59 — Microscopia eletronica de varredura do negro de fumo a 10.000x (A) e

70.000x (B).

4.1.6. Voltametria ciclica da pasta de carbono

A pasta de carbono também foi sintetizada sem a presenga do
poli(4-aminofenol), com o objetivo de ter uma melhor concepcao dos picos de oxidagdo
e reducao que apareceram na pasta com a presenca do polimero, assim como servir de
parametro comparativo. Para realizar uma limpeza eletroquimica da superficie do
eletrodo e verificar o perfil eletroquimico desta, foram realizadas varreduras de
potencial por voltametria ciclica. A Figura 60 apresenta o voltamograma ciclico para a

pasta de carbono como eletrodo de trabalho sem a presenga de poli(4-aminofenol).
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Figura 60 - Voltamogramas ciclicos utilizando eletrodo de trabalho produzido com a
pasta de carbono sem a presenga do poli(4-aminofenol), em HCIO4 (0,5 mol L),

50 mV s

I/ pA

E/Vvs (Ag(S}IAgCI(S}EC]‘-(aq})

Fonte: o autor, 2018

Como ¢ possivel observar pela Figura 60, o perfil eletroquimico do
voltamograma ciclico da pasta de carbono sem o poli(4-aminofenol) foi faradaico com a
presenca de picos sutis de oxi-redu¢do, um pico anddico em 0,45 V vs Ags/AgCl(ag/Cl”
(ag) € um pico catddico em 0,38 V vs Ags/AgClag/Clag). As setas indicam que existia
algum material sobre a superficie do eletrodo de trabalho provindo da pasta de carbono
ou do seio da solucdo que foi consumido no decorrer da reacdo, assim como a
possibilidade de formag¢ao de 6xidos sobre a superficie do eletrodo.

A Figura 61 mostra o voltamograma ciclico da pasta de carbono com a presencga
do poli(4-aminofenol). As varreduras foram realizadas em HCIO4 0,5 mol L até total
estabilizacao da corrente (praticamente constante), que foi a partir da 15 varredura em
um valor de corrente de pico, aproximadamente, 75 [JA para o potencial de 0,75 V vs

Ag(s)/AgCI(aq)/Cl_(aq).
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Figura 61 — Voltamogramas ciclicos utilizando eletrodo de trabalho produzido com a
pasta de carbono com a presenga do poli(4-aminofenol), em HCIO4 (0,5 mol L),
50 mV s,

120

100 4
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40
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=100

T T T T T T T T T T T T T T T T T
0z 0,3 0,4 0.5 06 0,7 ] 0.9 1,0

E/Vvs (Ag(s};AgCI(S}ICl'(aq)J

Fonte: o autor, 2018

Os picos de oxidagdo em 0,55 V vs Ags/AgClag/Clag € 0,75 V s
Ags/AgClag)/Cl aq) € 0s de reducdo em 0,35 V vs Ags/AgClag/Clag, 0,55 V vs
Ags/AgClag)/Claq) € 0,63 V vs Ags/AgClag/Clag), evidenciam a presenga de um
material eletroativo na estrutura da pasta de carbono, sugerindo que sejam dos
grupamentos aminos livre provindos do poli(4-aminofenol). Os valores de potencial de
oxidacdo e redugdo para o poli(4-aminofenol) citados acima estdo de acordo com a
literatura!?%:130,

Para uma melhor visualizagdo dos picos de oxidacdo e reducdao do
poli(4-aminofenol) foi realizada uma sobreposi¢cdo da ultima varredura ciclica do

voltamograma ciclico da pasta de carbono com e sem o poli(-4aminofenol) na

composicao (Figura 62).
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Figura 62 — Voltamogramas ciclico sobrepostos obtidos, utilizando a pasta de carbono
com e sem a presenca do poli(4-aminofenol) como eletrodo de trabalho em um eletrolito
suporte de HC1O4 0,5 mol L', Velocidade de varredura: 50 mV s!; Ciclo voltamétrico:

15* varredura.

100 Pasta de carbono sem polimero

Pasta de carbono com polimero

a0 -
60 S

40

a0 4

=100 r r r T T T T T
02 0,3 0,4 0.5 0.6 0,7 0,2 0.5 1,0

E/Vvs (Ag_/AgCl,/Cl )

Fonte: o autor, 2018

4.2.  Imobilizag¢do do oligonucleotideo na superficie da pasta de carbono

A fim de verificar a potencialidade da plataforma para o desenvolvimento de
genossensores, uma sonda de oligonucleotideo poli[GA] (5’-GGG GGG GGA AAA
AAA A-3’) foi imobilizada por adsorcdo, seguido da incubagdo com o alvo
complementar poli[CT] (3'-CCC CCC CCT TTT TTT T-5’). Foi avaliada a detec¢do
direta em solucdo de tampao fosfato de s6dio do pico de oxidagdo da adenosina. A
Figura 63 representa os voltamogramas de pulso diferencial da imobiliza¢cdo da sonda
polifGA] e hibridizagdo do alvo complementar poli[CT] na pasta de carbono na

auséncia e na presenca do poli(4-aminofenol) em sua composicao.
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Figura 63 — Voltamograma de pulso diferencial da pasta de carbono na auséncia e na
presenca do poli(4-aminofenol) como eletrodo de trabalho em tampao fosfato
(0,10 mol L', pH 7,4). ( )
Sonda Poli[GA] — Pasta de carbono sem polimero; ( ) Sonda Poli[GA] — Pasta de

) Alvo Poli[CT] — Pasta de carbono sem polimero; (

carbono com polimero; (:

) Alvo Poli[CT] — Pasta de carbono com polimero

Velocidade de varredura: 20 mV s-1; Amplitude de pulso: 25 mV.

4.5 —Alvo Poli[CT] - Pasta de carbono sem polimero
4 == Sonda Poli[GA] - Pasta de carbono sem polimero
4.0 5 Sonda Poli[GA] - Pasta de carbono com polimero

8 = Alvo Poli[CT] - Pasta de carbono com polimero
3.5 H

3.0 5

2.5

2.0

1.5

1.0 H

0.5 4

I/ pA

0.0

E/Vvs (Ag /AgCly/CT )

Fonte: o autor, 2018

A Figura 63 demonstra que a sonda poli[ GA] foi imobilizada sobre a superficie,
uma vez que o pico de oxidacdo em 1,21 V ¢ referente a oxidagdo da adenosina. As
duas pastas de carbono (auséncia e presenca do poli(4-aminofenol)) obtiveram o mesmo
potencial de oxidacdo. Quanto a corrente observada nos voltamogramas, tem-se que
houve uma maior diferenciagdo para a hibridizagao entre as bases nitrogenadas ocorrida
na pasta de carbono contendo o poli(4-aminofenol), assim como uma maior quantidade

de sonda poli[GA] imobilizada sobre a superficie do eletrodo. Apos a interagdo com o
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alvo poli[CT], observou-se uma diminui¢ao no valor de corrente de 3,48 pA (curva
verde) para 1,23 pA (curva azul), indicando que houve a hibridizagdo (decréscimo para
cerca de 1/3 do valor de corrente inicial).

Esta diminui¢do de corrente observada nos voltamogramas, ocorre devido a
simples fita possuir uma maior flexibilidade na estrutura da fita simples permitindo
maior proximidade com a superficie do eletrodo, facilitando assim, a oxidagao das bases
nitrogenadas. Apo6s a hibridizacdo e consequentemente formagdo das ligacdes de
hidrogénio da dupla hélice, essa estrutura se torna mais rigida conforme demonstrado na
Figura 64. Neste caso, dificultando a oxidacdo das bases nitrogenadas, podendo ser
observada pela diminui¢do do valor de pico de corrente. A Figura 64 ilustra esse
processo de interacdo da superficie do eletrodo de trabalho com a simples fita e a dupla

fita.

Figura 64 — Processo de interacdo entre a simples fita polifGA] (A) e a dupla fita
poli[GA]:poli[CT] (B) com a superficie do eletrodo de trabalho.

(A) B)

Fonte: o autor, 2018

A Figura 65 mostra o histograma referente a corrente de pico de oxidagdo da
adenosina, antes e apoOs a hibridizacdo para as pastas de carbono na auséncia e na
presenca de poli(4-aminofenol) e os valores obtidos mostraram um valor de desvio

padrao médio de 4,5% (campo amostral n=5).
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Figura 65 — Histograma em funcao da corrente de pico da sonda poli[GA] e o alvo
complementar poli[CT] para a pasta de carbono com e sem poli(4-aminofenol) em sua

composicao, representando a hibridiza¢do. n=>5.

3.5

—4—

[/ pA

[

Sonda pol[GA]- P?f iﬂﬂfiﬂ"ﬁlih’ﬂ Sonda poli{GA]- Par sonda‘alvo
Pasta sem  POH[GAIPOL[CT]  pastacom  poli{GA)/pol[CT]
poli(4AF) Pasta sem poli(4AF) Pasta com

poli(4-AF) poli(4-AF)

Fonte: o autor, 2018

Houve uma redugdo para cerca de 1/3 do valor de corrente inicial da sonda
poli{GA] para a corrente obtida apds a hibridizacdo com o alvo complementar poli[CT],
na pasta de carbono contendo o poli(4-aminofenol) em sua composi¢do. Este resultado
indica que a incorporacgao do polimero na pasta de carbono aumentou significativamente
a imobilizacdo da sonda poli[GA], assim como hibridizar uma maior quantidade de

poli[CT] a sonda poli[GA].
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5. CONCLUSOES

A sintese quimica do poli(4-aminofenol) utilizando persulfato de aménio como
agente oxidante, na propor¢ao 1:10 de mondmero:oxidante, se mostrou satisfatoria para
obtencdo do produto desejado. Este polimero foi utilizado como um dos componentes
da pasta de carbono, que foi preparada a partir do grafite, negro de fumo, resina
Vinisol® e o  poli(4-aminofenol), utilizando o par de  solventes
metilisobutilcetona/acetato de butilglicol. A caracterizagdo realizada por espectroscopia
no infravermelho para o poli(4-aminofenol) retratou bandas relacionadas aos
grupamentos oxigenados e nitrogenados. J4 para a pasta de carbono sintetizada,
apresentou as bandas respectivas ao poli(4-aminofenol) e a resina Vinisol®, sendo que
tais grupamentos sdo essenciais para a imobiliza¢do dos oligonucleotideos. Quanto a
caracterizacgdo por difratometria de raios-X, t€m-se que a maior por¢ao da pasta (grafite
em floco) € cristalina com picos estreitos ¢ agudos ja os outros elementos da pasta, sdo
semi-cristalinos. Com a formacao da pasta, houve uma pequena diminuicdo dos picos
caracteristicos do grafite encontrados nesta, tendendo a concluir que houve uma
diminui¢do da cristalinidade da pasta de carbono em virtude dos outros materiais semi-
cristalinos. As caracterizagdes realizadas por MEV demonstraram que os componentes
da pasta de carbono foram discriminados um dos outros nas imagens da pasta, assim
como ndao houve nenhuma cavidade aparente até uma magnificagdo de 10.000x na
superficie do eletrodo polida. A viscosidade da pasta de carbono foi determinada e
comparada com a literatura, estando na janela de viscosidade indicada para classificagdao
de pasta e ndo de tinta. Ademais, esta foi adequada para o trabalho desenvolvido, sendo
possivel sua deposicdo na cavidade destinada a pasta no eletrodo de trabalho
desenvolvido, assim como a viabilidade de produzir uma pasta sem porosidade.
Analises eletroquimicas realizadas por voltametria ciclica, forneceram valores de
potenciais de oxidagdo e reducdo que nos permitiu comparar a pasta de carbono com e
sem poli(4-aminofenol) em sua composi¢do. Tais caracterizagdes foram essenciais para
determinar a estrutura e composi¢do do polimero e da pasta preparada, viabilizando a
construcdo do eletrodo de trabalho. O eletrodo de trabalho desenvolvido foi feito a partir

de materiais de baixo custo, entre eles o fio de cobre, ponteira de polipropileno e a pasta
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de carbono em pequenas quantidades. Os resultados obtidos suportaram a possibilidade
de imobilizagao dos oligonucletideos na superficie do eletrodo de trabalho contendo a
pasta de carbono com poli(4-aminofenol) em sua composi¢do, assim como a

hibridiza¢ao destes.
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