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RESUMO

ORZARI, Luiz Otavio. Particulas metalicas para diferentes arquiteturas de dispositivos
eletroguimicos. 2024. Tese (Doutorado em Ciéncia dos Materiais — Universidade Federal de
Sao Carlos, Araras, 2024.

Na presente tese de doutorado foram desenvolvidas novas arquiteturas de sistemas
eletroquimicos para células a combustivel, sensores e biossensores. Para isso, variadas
metodologias para a adi¢do de particulas metalicas sobre a superficie do eletrodo de trabalho
foram exploradas, dando sequéncia a caracterizagdes e investigaches sobre seus
comportamentos e posteriores aplicacdes em desempenho energético e/ou determinacédo de
analitos. Primeiramente, um dispositivo de intuito multifuncional foi desenvolvido,
explorando-se unir o uso em células a combustivel com sensoriamento eletroquimico, num
unico sistema. Para tanto, composicGes de eletrocatalisadores suportados em carbono foram
investigadas, envolvendo os metais Pd, Ag e Bi. Na reacdo de oxidacao de etanol, o catalisador
PdsoAgasBios/C demonstrou interessante comportamento e custo-beneficio, sendo utilizado
posteriormente para a determinacdo de dopamina em amostras de urina sintética. Duas curvas
analiticas foram obtidas para o sensor: uma envolvendo a oxidacao direta da dopamina de 4,0
a 40 umol L™, com limite de detecgdo (LOD) igual a 0,035 pumol L%; e outra, devido a
complexacio que ocorre entre catecolaminas e superficies metalicas, de 0,2 a 1,0 umol L™,
com LOD de 0,14 pmol L. O segundo dispositivo se trata de um sensor e imunossensor
eletroquimico, em que nanoparticulas de Pd foram eletrodepositadas a superficie do eletrodo
de trabalho. Para tanto, uma nova tinta condutora de negro de fumo e poliacetato de vinila foi
desenvolvida para a confec¢do do sistema de trés eletrodos. Com o auxilio de Planejamento de
Experimentos, os parametros para a deposicdo do metal foram investigados e o sensor foi
aplicado para a determinacdo de epinefrina em amostras de liquido cerebrospinal sintético.
Apos, o sensor foi modificado com cisteamina e glutaraldeido para devida imobilizacdo de
Anti-a-sinucleina. O biossensor foi entdo utilizado para a construcdo de uma curva de
calibracdo de a-sinucleina tampéo fosfato, com faixa linear entre 1,5 e 15 ug mL~! (LOD =
0,13 pg mL1) e em amostras de soro de sangue humano, numa faixa linear de 6,0 e 100,5 pg
mL! (LOD = 1,31 ug mL™Y), por espetroscopia de impedancia eletroquimica, demonstrando
sua eficiéncia em ambientes mais complexos. O terceiro sistema envolveu o uso de microflores
de Au eletrodepositadas sobre a superficie da tinta condutora desenvolvida anteriormente, para
incrementar a resposta de capacitancia do material. Planejamento de Experimentos foi

empregado para otimizar as condi¢cbes das camadas automontadas para a modificacdo em



biossensor. Definidas as melhores condi¢fes de trabalho, espectroscopia de impedancia
eletroquimica ndo faradaica foi utilizada para encontrar uma faixa linear entre capacitancia e a
concentragio de PARK7/DJ-1, correspondente a regido de 20 a 120 ng mL~*. O LOD obtido
para este sistema foi de 0,207 ng mL~L. O dispositivo foi entdo aplicado em amostra de liquido
cerebrospinal sintético fortificado, onde apresentou atrativas respostas pelo método de adicéo e
recuperacdo. Por fim, um ultimo dispositivo foi desenvolvido para a oxidacdo de etanol,
buscando-se combinar as propriedades de Au e Bi para o desenvolvimento de um dispositivo
mais atraente em processos cataliticos. Planejamento fatorial completo e de Doehlert foram
empregados para encontrar uma composigao 6tima entre os metais. Uma extensa caracterizagdo
morfologica e eletroquimica foi efetuada, buscando-se entender os comportamentos da tinta
condutora modificada com cada um dos metais, bem como com a mistura deles. Tido como um
catalisador menos eficiente pela sua alta estabilidade, 0 Au se torna muito mais eficiente em
sinergia com baixas concentracdes de Bi, mas o material ndo possui uma completa regeneracédo
de sua superficie, sendo mais indicado para processos em que a geracao de corrente seja alta,

em pouco espaco de tempo.

Palavras-chave: particulas metalicas; sensor eletroquimico; biossensor eletroquimico; célula a

combustivel; Planejamento de Experimentos; eletrodeposicao de metais.



ABSTRACT

In this doctoral thesis, new architectures of electrochemical systems for fuel cells,
sensors and biosensors were developed. To this end, various methodologies for adding metallic
particles to the surface of the working electrode were explored, following characterizations and
investigations into their behavior and subsequent applications in energy efficiency and/or
determination of analytes. Firstly, a multifunctional device was developed, exploring the
combination of fuel cells with electrochemical sensing, in a single system. To this end,
compositions of carbon-supported electrocatalysts were investigated, involving the metals Pd,
Ag and Bi. In the ethanol oxidation reaction, the PdspAgasBios/C catalyst demonstrated
interesting behavior and cost-efficiency, being subsequently used for the determination of
dopamine in synthetic urine samples. Two analytical curves were obtained for the sensor: one
involving the direct oxidation of dopamine from 4.0 to 40 pumol L, with a detection limit
(LOD) equal to 0.035 umol L~*; and another, due to the complexation that occurs between
catecholamines and metal surfaces, from 0.2 to 1.0 pmol L%, with a LOD of 0.14 umol L.
The second device is an electrochemical sensor and immunosensor, in which Pd nanoparticles
were electrodeposited on the surface of the working electrode. To this end, a new conductive
carbon black and polyvinyl acetate ink was developed to manufacture the three-electrode
system. With the aid of Design of Experiments, the parameters for metal deposition were
investigated and the sensor was applied to determine epinephrine in synthetic cerebrospinal
fluid samples. Afterwards, the sensor was modified with cysteamine and glutaraldehyde for
proper immobilization of Anti-a-synuclein. The biosensor was then used to construct a
calibration curve of a-synuclein phosphate buffer, with a linear range between 1.5 and 15 ug

mL~! (LOD = 0.13 pg mL1) and in samples of human blood serum, in a linear range of 6.0 and

100.5 pg mL! (LOD = 1.31 pg mL™), by electrochemical impedance spectroscopy,
demonstrating its efficiency in more complex environments. The third system involved the use
of Au microflowers electrodeposited on the surface of the previously developed conductive ink,
to increase the capacitance response of the material. Design of Experiments was used to
optimize the conditions of the self-assembled layers for biosensor modification. Once the best
working conditions were defined, non-faradaic electrochemical impedance spectroscopy was
used to find a linear range between capacitance and PARK7/DJ-1 concentration, corresponding
to the region of 20 to 120 ng mL~L. The LOD obtained for this system was 0.207 ng mL. The
device was then applied to a fortified synthetic cerebrospinal fluid sample, where it showed
attractive responses using the spike and recovery method. Finally, a last device was developed



for the oxidation of ethanol, seeking to combine the properties of Au and Bi to produce a more
attractive device for catalytic processes. Full factorial and Doehlert matrix designs were used
to find an optimal composition between the metals. An extensive morphological and
electrochemical characterization was carried out, seeking to understand the behavior of the
conductive ink modified with each of the metals separately, as well as with their mixture.
Considered a less efficient catalyst due to its high chemical stability, Au becomes much more
efficient in synergy with low concentrations of Bi, but the material does not have complete
regeneration of its surface, being more suitable for processes in which current generation must

be high in a short space of time.

Keywords: metallic particles; electrochemical sensor; electrochemical biosensor; fuel cell;

Experiment Planning; electroplating of metals.
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PB 0,1 mol L (pH 6,1); E = —472 mV. (B) Circuito equivalente [R([RT]Q)] .....ccvvevreuenn 51
Figura 17. Diagramas de Bode para Pd/C/GCE (preto), PdsoAgso/C/GCE (vermelho),
PdsoBiso/C/GCE (verde), PdgoAgisBios/C/GCE (dourado) e PdsoAgasBios/C/IGCE (azul), em
PB 0,1 mol Lt (pH 6,1), , de 10° a 10 Hz, onda tipo senoidal; amplitude = 10 mV. (A)
Correlagdo do deslocamento de fase da impedancia e a frequéncia; E = —472 mV. (B)
Correlagdo do modulo da impedéancia e a frequéncia; E=—472mV ........ccccoeeeeeeeieeeeeee. 51
Figura 18. Voltamogramas ciclicos obtidos com GCE modificado com Pd/C/GCE (preto),
PdsoAgso/C/GCE (vermelho), PdsoBiso/C/GCE (verde), PdsoAgisBios/C/GCE (dourado) e
PdsoAg4sBios/C/GCE (azul) em presenca equimolar de EtOH/KOH 1,0 mol L, v=50 mV s}

Figura 19. Voltamogramas ciclicos obtidos com GCE modificado com (A) Pd/C (preto), (B)
PdsoAgso/C (vermelho), (C) PdsoBiso/C (verde), (D) PdsoAgisBios/C (dourado) ou (E)
PdsoAgasBios/C (azul), em presenca equimolar de EtOH/KOH 1,0 mol L, v =50 mV s..55
Figura 20. Curvas de polarizacdo: potencial e densidade de poténcia vs densidade de corrente,
de uma ADEFC de 5,0 cm?, operando a 50, 60, 70 e 80 °C, utilizando eletrocatalisadores
anddicos Pd/C, e eletrocatalisador catédico Pt/C (Basf). Foram utilizadas cargas de: (1,0 mgpq
cm~2, em massa de metal no anodo e 1,0 mge: cm~2 (comercial), em massa de metal no catodo)
com membrana Nafion® 117, fluxo de 1,0 mL min~! do combustivel (EtOH 2,0 mol L~ em
KOH 1,0 mol L1), vazdo méssica de 150 ML Min~1 de Oz c..ccvveeveeceeeceeeceeceecee e, 56
Figura 21. Curvas de polarizacdo: (A) potencial vs. densidade de corrente, (B) densidade de
poténcia vs. densidade de corrente, de uma DEFC de 5,0 cm?, operando a 70 °C, utilizando
eletrocatalisadores anddicos Pd/C, PdsoAgso/C, PdsoBiso/C, PdsoAgasBios/C e PdsoAgisBios/C,
e eletrocatalisador catodico Pt/C (Basf). Foram utilizadas cargas de: (1,0 mges cm=2, em massa
de metal no &nodo e 1,0 mget cm~2 (comercial), em massa de metal no catodo) com membrana
Nafion® 117, fluxo de 1,0 mL min~! do combustivel (EtOH 2,0 mol L-* em KOH 1,0 mol L),
vazdo massica de 150 ML MIN2 08 O2 c.vovviiveeiiiiiiiccie et 57
Figura 22. Voltamogramas ciclicos obtidos por PdsoAgssBios/C/GCE em auséncia (preto) e
presenca (azul) de dopamina 10 umol L%, em PB 0,1 mol L™! (pH 6,1); v = 100 mV s2.....59



Figura 23. Voltamogramas de onda quadrada obtidos por PdspAgssBios/C/GCE em presenga de
dopamina 1,0x10~> mol L, em meio de PB 0,1 mol L (pH 6,1) em diferentes pardmetros
L3S T 15T 0] - 61
Figura 24. (A) Superficie de resposta e (B) curva de nivel obtida para a otimizacdo dos
parametros a e f como uma funcéo da corrente de pico para PdsoAgasBios/C/GCE em presenca
de 10 umol L de dopamina. A estrela indica os parametros selecionados como 6timo....... 61
Figura 25. (A) Voltamogramas de onda quadrada obtidos por PdsoAgasBios/C/GCE em presenca
de diferentes concentragdes de dopamina, em meio de PB 0,1 mol L~ (pH 6,1); s =5,0 mV; a
=100 mV, f = 6,0 Hz; (B) Dispersao de pontos da relacdo (m) ipir. VS. Cbopamina € (®) icoord. VS.
CODIOPAMINA ++ 4+ttt teeeeeeeesassssssaeeeeeeaeeeeessssbs e e e e e e e e e e e e enssaas e e e e e e e e e e e e annssbbee e e e e e e e e e e e nnnbrneeeeaens 63
Figura 26. (A) Reacdo de oxidacdo direta de dopamina. (B) Representacdo de possiveis
estruturas de coordenacdes ( ) do grupo catecol com a superficie metalica. Fonte:
[ Fo oLl = To Lo I o] o] o - P 64
Figura 27. (A) Voltamogramas de onda quadrada obtidos por PdsoAgasBios/C/GCE em presenca
de diferentes concentragdes de dopamina, em meio de PB 0,1 mol L~ (pH 6,1); s =5,0 mV; a
=100 mV, f = 6,0 Hz; (B) Dispersao de pontos da relacao ipir VS. Cbopamina ««-eeeeeeeeeeeeeeeeeenn. 64
Figura 28. (A) Voltamogramas de onda quadrada obtidos por PdsoAgasBios/C/GCE em presenca
de diferentes concentracdes de dopamina, em meio de PB 0,1 mol L (pH 6,1); s =5,0 mV; a

=100 mV, f = 6,0 Hz; (B) Disperséo de pontos da relagdo (m) ipir. VS. Cpopamina € (®) icoord. VS.

Figura 29. Producéo do sistema de eletrodos descartavel CB-PVA. (1) A uma placa de PET é
adicionada uma mascara adesiva. (I11) Apés, a tinta condutora de CB e PVA é espalhada sobre
a superficie da placa. (I111) O excesso e a mascara adesiva sao removidos e (1V) os eletrodos
podem ser devidamente separados. (V) Aplicando-se tinta de prata no eletrodo de referéncia e
esmalte incolor para delimitacdo da area ativa, o sistema esta finalizado. Fonte: Elaboracéo
O] o] T PSP 71
Figura 30. Preparo do biossensor asyn/BSA/Aasyn/Ga-Cys/Pd/CB-PVA. (1) Sobre a superficie
de CB-PVA, nanoparticulas de Pd sdo adicionadas. Apos, o dispositivo sofre modificacGes
sequenciais de (I1) Cys, (I11) Gae (IV) Aasyn. (V) A asyn € entdo adicionado ao sistema e (V1)
a analise pode ser feita. Fonte: EIaboragdo propria..........ccccevveviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeieeeeeee 73
Figura 31. Voltamograma ciclico obtido por CB-PVA em presenca de ferrocenometanol 1,0
mmol L1, em KCI 0,1 mol L™ v=50mV s 75

Figura 32. Processo de oxirreducéo de ferrocenometanol. Fonte: Elaboragéo propria .......... 75



Figura 33. (A) Voltamogramas ciclicos obtidos por CB-PVA em presenca de ferrocenometanol

1,0 mmol L%, em KCI 0,1 mol L%, em diferentes v. (B) Dispersdo de pontos da relago i vs.

Figura 34. Voltamogramas ciclicos de Pd/CB-PVA preparados com diferentes concentracoes
de Pd em solugdo e tempos de deposicdo, em presenca de ferrocenometanol 1,0 mmol L1, em
KCI 0,1 MO L v = 50 MV S oottt 78
Figura 35. (A) Superficie de resposta e (B) curva de nivel obtida para a otimizacéo da Cpq € t
como uma funcéo da corrente de pico para Pd/CB-PVA. A elipse indica a regido de parametros
selecionados a ser investigada ComMO OtIMA ........ueviiiieeiiiiiiiiiiie e 79
Figura 36. VVoltamogramas ciclicos obtidos por Pd/CB-PVA, em diferentes concentragdes de
Pd para a eletrodeposicdo, em presenca de ferrocenometanol 1,0 mmol L%, em KCI 0,1 mol
L ¥ 2 B0 MV S i 80
Figura 37. (A) Voltamogramas ciclicos obtidos por Pd/CB-PVA em presenca de

ferrocenometanol 1,0 mmol L1, em KCI 0,1 mol L, em diferentes v. (B) Dispersdo de pontos

AATRIACAD VS, V2 ..ottt 81
Figura 38. Imagem de MEV de CB-PVA (A e B) e Pd/CB-PVA (C e D), em aumento de 2.000x
(A€ C) €10.000X (B € D) .eovoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeesseeeeee s e ettt et et et et et et et et et ettt 82
Figura 39. Fotografia de 10 pL de agua sobre a superficie do eletrodo de trabalho de CB-PVA
(superior) € PA/CB-PVA (INTEIIOT) ......uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 83
Figura 40. Voltamogramas ciclicos obtidos por Pd/CB-PVA ( ) e CB-PVA (preto) em
auséncia (linha pontilhada) e presenca (linha continua) de 100 pmol L~ de EP, em PBS 0,1
MOl L1 (PH 6,5); V=50 MV S .o 84
Figura 41. Processo de oxidacao da epinefring ............coovvvviiiiiiieieiiiiecee e, 84

Figura 42. (A) Voltamogramas ciclicos obtidos por CB-PVA em presenca de EP 100 umol L,
em PBS 0,1 mol L~ (pH 6,5), em diferentes v. (B) Voltamogramas ciclicos obtidos por Pd/CB-
PVA em presenca de EP 100 umol L%, em PBS 0,1 mol L~* (pH 6,5), em diferentes v ....... 85
Figura 43. (A) Voltamogramas de pulso diferencial obtidos por Pd/CB-PVA, em auséncia
(preto) e presenca (tons de laranja) de diferentes concentragdes de EP, em PBS 0,1 ml L (pH
6,5); v=30mV st a=25mV, tm =50 ms (B) Disperséo de pontos da relagio i vs. Cep....86
Figura 44. (A) Voltamogramas ciclicos obtidos por diferentes modificagcdes de CB-PVA, em
presenca de ferrocenometanol 1,0 mmol L%, em KCI 0,1 mol L-%; v=25mV s~1. (B) Diagramas

de Nyquist obtidos por diferentes modificagcdes de CB-PVA, em presenca de ferrocenometanol



1,0 mmol L%, em KCI 0,1 mol L™%; Ex2 de cada VC foi aplicado para a respectiva etapa, dados
apresentados estdo normalizados em ambOS 0S €IXO0S .......uiivieeeeieiiiiiiiiiie e e e 89
Figura 45. (A) Diagramas de Nyquist obtidos por asyn/BSA/Aasyn/Ga-Cys/Pd/CB-PVA
modificado com diferentes concentragdes de asyn (1,50 a 15,0 ug mL™1), em presenca de
ferrocenometanol 1,0 mmol L%, em KCI 0,1 mol L™%; E = 200 mV. (B) Dispersdo de pontos da
FEIAGED RCT VS Ctsyn -« vttt 90
Figura 46. (A) Diagramas de Nyquist obtidos por asyn/BSA/Aasyn/Ga-Cys/Pd/CB-PVA
modificado com diferentes concentracdes de asyn (6,00 a 100 ug mL?), em presenca de
ferrocenometanol 1,0 mmol L1, em KCI 0,1 mol L~!; E = 200 mV. (B) Dispersio de pontos da
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Figura 47. Preparacdao do imunossensor eletroquimico: (I) cola de PVA e CB sdo misturadas
para obter a tinta condutora; (11) sobre substrato PET limpo sdo adicionadas as méascaras e (111)
espalhada a tinta. Apds a retirada das mascaras, o aparelho ¢ modificado: sobre sua (IV)
superficie, (V) microflores de Au sdo formadas por eletrodeposicédo. (V1) 3-MPA liga-se ao Au
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reticulando e preparando a superficie para o (V1I1) antigeno e o bloqueador de superficie BSA.
Com aincluséo de (IX) PARK7/DJ-1 a (X) variacdo da capacitancia do sistema pode ser obtida.
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Figura 48. Imagens de MEV de Au/CB-PVA com magnificacdo de (A) 1600x e (B) 6000x 99
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Figura 50. Voltamogramas ciclicos obtidos por CB-PVA (preto) e Au/CB-PVA (azul), em
presenca de 1,0 mmol L~ de hexamin ruténio, em KCI 0,1 mol L3, v=50mVst......... 100

Figura51. (A) Voltamogramas ciclicos obtido por Au/CB-PVA com v variadas, (B) correlacéo

Figura52. (A) Diagramas de Nyquist obtidos por varias configuracdes de 3-MPA/Au/CB-PVA,
em PBS 1,0 mmol L (pH 6,4); E = 0,4 V; (B) Diagramas de Cole-Cole obtidos por varias
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Figura 53. Gréficos de (A) superficie de resposta e (B) contorno da relagdo concentragdo vs.
tempo de interacdo de 3-MPA com Au/CB-PVA. Estrela indica valores 6timos escolhidos104
Figura 54. Diagramas de Cole-Cole obtidos por varias configuracdes de AntiPARK7/DJ-1/3-
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Figura 55. Gréficos de (A) superficie de resposta e (B) contorno da relagdo concentragdo vs.
tempo de interagdo de AntiPARK7/DJ-1 com 3-MPA/AU/CB-PVA. Estrela indica valores
OtIMOS ESCOINIAOS. ... e e e e e e e 105
Figura56. (A) Voltamogramas ciclicos obtidos por CB-PVA (preto), Au/CB-PVA (vermelho),
3-MPA/Au/CB-PVA (azul), EDC-NHS/3-MPA/AuU/CB-PVA (rosa), AntiPARK7/DJ-1/3-
MPA/AU/CB-PVA (verde), BSA/AntiPARK7/DJ-1/3-MPA/AU/CB-PVA (azul marinho) e
PARK7/DJ-1/BSA/AntiPARK7/DJ-1/3-MPA/Au/CB-PVA (roxo), em PBS 1,0 mmol L (pH
6,4), de 10° a 10! Hz, onda tipo senoidal; amplitude = 10 mV, v =100 mV s}, E=04 V;
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=2,5mmol L, v2=0,15mmol L1 e v3=300s; v =50 mV s. (B) Voltamograma ciclico de
AUBI/CB-PVA na auséncia (preto) e presenca (verde) de EtOH 1,0 mol L%, em KOH 1,0 mol
L1, com diferentes pardmetros de eletrodeposi¢do: v1 = 2,16 mmol L%, v2 = 0,133 mmol L
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1. INTRODUCAO
1.1.  MATERIAIS CONDUTORES

1.1.1. Particulas Metélicas

Devido a suas dimensdes nanométricas, as nanoparticulas possuem propriedades
fisicas e fisico-quimicas diferentes das versdes macroscopicas, como incrementadas conducdes
térmicas e elétricas, bem como diversificada interacdo com a luz [1-4]. A nanotecnologia vem
permitindo a confec¢do de dispositivos analiticos cada vez mais sensiveis, ja que diversos
métodos de sintese de nanoparticulas permitem o controle de seu tipo [5] e morfologia [6-8].
Dentre as mais utilizadas (Figura 1), destacam-se as nanoparticulas poliméricas,
frequentemente empregadas em mecanismos de entrega localizada de farmacos e bioativos,
especialmente pela possibilidade de biodegradacéo e absor¢do do polimero pelo mamifero [5,
9-11]. Além destas, temos as nanoparticulas metélicas, onde propriedades intrinsecas aos
metais, como altas area especifica e energia de superficie podem alterar favoravelmente uma
reacdo [12-15], por exemplo. Na eletroanalitica, algumas dessas fun¢des das nanoparticulas
metélicas sdo de consideravel interesse. Uma delas € a melhoria da transferéncia eletrénica,
onde a nanoparticula auxilia o centro ativo de enzimas e outros componentes biolégicos a
transferir elétrons para o eletrodo, devido ao seu tamanho diminuto conseguir interagir mais
facilmente com a barreira proteica dessas moléculas [16-18]. Ja outra, é a direta imobilizacédo
de biomoléculas, onde suas altas area e energia de superficie e a presenca de cargas elétricas
permitem uma interacdo com biomoléculas sem a perda de suas propriedades [16-18].
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AUTOMONTADAS

Figura 1. Representacdes de classes de nanoparticulas. Fonte: Elaboracdo propria

Suprun et al. [19, 20] exploraram o uso de nanoparticulas de ouro, prata e cobre para
a modificacdo de um eletrodo de grafite. As nanoparticulas foram acopladas a anticorpos de
mioglobina cardiaca para a deteccdo do par antigeno. Em comparagdo aos trés metais nesta
aplicacdo, os autores demonstram que a prata teve uma singela diminui¢do de sinal em
comparagdo ao ouro, e o eletrodo ndo demonstrou resposta satisfatoria com as particulas de
cobre. Dando continuidade ao trabalho com nanoparticulas de ouro, eles reportam uma faixa
linear de 10 a 400 ng mL~%, e um limite de detecco (LOD) de 5,0 ng mL~. O trabalho de Liu
et al. [20] demonstra o uso de nanoparticulas de 6xido de zinco como modificador de eletrodos
impressos de carbono, para a deteccdo de acetilcolinesterase fosforilada em um imunossensor
do tipo sanduiche. Os autores destacam mecanismos correlacionados a detecgdo de pesticidas
organofosforados, em uma faixa linear de 0,01 a 4,0 nmol L-te LOD de 8,0 pmol L.

Talvez o mais comum modificador em biossensores eletroquimicos, nanoparticulas
de Au ganham esse destaque por manterem a baixa reatividade do Au macroscépico, em termos
de alta estabilidade das nanoparticulas e baixa toxicidade celular, além de permitirem, sem
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interferéncia a atuacdo de biomoléculas, enquanto adicionando conducéo elétrica e carga de
superficie ao material, facilitando transferéncias eletrénicas entre eletrodo e eletrélito [21-23].
Como exemplo, destaca-se o trabalho de Pandiaraj et al. [24] que desenvolveram dois
imunossensores para citocromo ¢, um com nanoparticulas de Au e outra com nanotubos de
carbono. Dentre estes dispositivos, a adi¢cdo de Au ao sistema se mostrou mais promissora que
as particulas carbonaceas, apresentando um LOD de 2,0 nmol L™, numa faixa linear de
2,0x10~° a 1,5x10~* mol L1, atestando as caracteristicas do material para biossensores,
comparando-o com um excepcional condutor.

A literatura destaca Pd como um dos principais catalisadores metalicos, sendo este o
de melhor desempenho em meio alcalino para a reacdo de oxidacdo de etanol (ROE) [25-27].
No entanto, quando se tratando de sensores e biossensores eletroquimicos, Pt e Au sdo
consideravelmente mais empregados que Pd, apesar do custo deles ser relativamente maior ou
préximo ao de diversos sais de Pd. As nanoestruturas de Pd mais comumente utilizadas séo a
clbica, octaédrica e dodecaédrica rémbica, correspondendo respectivamente aos planos
cataliticos (100), (111) e (110) [28]. Com o planejamento de arquiteturas para sensores que se
baseiam em alguma destas trés estruturas, a literatura apresenta trabalhos interessantes, como o
desenvolvido por Han et al. [29]. Neste, nanoparticulas esféricas de Pd (111) foram sintetizadas
por reducdo quimica assistida por amido, e 0s sensores apresentaram detec¢bes de H2O2 em
baixos niveis, partindo de 0,7 umol L-1. Apds, os autores imobilizaram glicose oxidase com as
nanoparticulas de Pd, e o biossensor apresentou uma resposta linear para glicose entre as
concentragdes de 40 e 22.000 pmol L2,

Outro fator em comum dentre alguns dos artigos mencionados acima € o fato de
usarem eletrodos impressos por técnica de impressao em tela (serigrafia). Tal método consiste
na aplicacdo de uma tinta condutora sobre uma superficie inerte [30, 31]. Em tecnologia de
tintas, o material precisa conter uma particula condutora, tecnicamente denominada de
colorante; estabilizada pela viscosidade de um veiculo (corpo) polimérico, e de seus devidos
solventes, quando necessario [32, 33]. Em tintas condutoras comerciais, é frequente o uso de

nanoparticulas de cobre e prata, para incremento da conducéo elétrica [33-35].

1.1.2. Eletrocatalisadores

Para a devida funcionalizacdo de células a combustivel, faz-se necessario o uso de
dois componentes: a membrana de permeacdo eletrbnica entre &nodo e catodo; e 0s
eletrocatalisadores. Comumente, busca-se a aplicacdo de catalisadores para incrementar a

eficiéncia da reacdo de oxidacdo do combustivel, em que, dependendo dos componentes,
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precisa-se de materiais mais capazes e em condi¢Oes ideais [36, 37]. Como mencionado
anteriormente, Pd € tido como um excelente catalisador e, além dele, Pt também tem o destaque
como um dos principais catalisadores metalicos [25-27, 38-40]. Entretanto, devido o
mecanismo destes ser por adsor¢do a superficie destes metais, a utilizacdo puramente deles se
torna inviavel, pois intermediarios altamente adsortivos inutilizam sitios ativos, e,
eventualmente, todo o metal [37, 41, 42]. Para tanto, a literatura traz diferentes investigacoes
acerca de varios compadsitos e ligas com o objetivo de tanto otimizar a atividade catalitica destes
atomos, quanto de tornar as reagcdes mais viaveis. Dentre estas, 0 uso de substratos a base de
carbono pode ser evidenciado, uma vez que, além da boa conducdo elétrica, estes fornecem
aumento da area superficial as particulas metalicas [36, 37, 41, 43, 44]. Além disso, busca-se 0
uso de catalisadores binarios [45, 46] e, recentemente ternarios [47-50], cujas alteracGes no
processo sejam interessantes. Tais materiais podem ser obtidos com a adi¢do de outros &tomos,
como Au, Fe, Co, Cu, Ni, Bi, Ag, Ir e outros. Com a recente relevancia da area, busca-se cada
vez mais a melhora de processos sintéticos, uma vez que a eficiéncia destes materiais esta
diretamente relacionada com esta etapa. Em especial, o processo deve proporcionar interaces
favoraveis ao incremento de area superficial ativa entre os elementos, de modo a desfavorecer
0 envenenamento [36, 48, 51-53].

Como exemplo, Tusi et al. [54] propdem o uso de PtBi/C como catalisador em uma
célula a combustivel para etanol (EtOH), investigando diferentes proporc6es entre os materiais.
Destaca-se a alta eficiéncia da proposta, em que os autores atribuem o desempenho pela
adsorcdo de OH na Pt proxima ao Bi (em duas fases diferentes, BiPt e Bi-Pt), o que facilitava
a remocdo eletro-oxidativa de espécies intermediarias. Em outro trabalho, Jurzinsky et al. [55]
demonstram a eficiéncia de um catalisador binario PAAg/C para a eletro-oxidacdo de metanol.
Embora os autores atribuam o beneficio do uso de Ag no material como sendo o mesmo do Bi
no trabalho anterior, eles também destacam que h& remoc&o oxidativa de CO da superficie, pelo
mecanismo de Langmuir-Hinshelwood. Outro fator de interesse na inclusdo destes metais em
eletrocatalisadores é seu relativo baixo custo em comparagdo com os catalisadores baseados

puramente em Pt e Pd.

1.1.2.1. Ouro

Dentre os metais pesquisados para o desenvolvimento de eletrocatalisadores, 0 Au é
conhecido como um dos metais nobres menos explorados, principalmente devido a sua
estabilidade quimica inerente, o que limita suas atividades cataliticas. No entanto, literaturas

interessantes, produzidas nas Ultimas décadas, indicam que algumas de suas propriedades
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podem de fato constituir um eletrocatalisador atraente, desde de que o material seja empregado
sob condicdes especificos [56-59].

Alguns trabalhos extensos [59-62] sugerem que o desempenho catalitico de
catalisadores a base de Au é afetado principalmente: (i) pela estrutura da superficie do eletrodo,
sendo Au (111) o plano mais desejado para a oxidacao catalisada de moléculas; e (ii) o pH do
eletrolito suporte de catalise. Ajustando este Gltimo parametro quimico, € possivel observar um
comportamento nernstiano entre o potencial absoluto da célula e os ions aquosos na solugéo
[62, 63]. Este comportamento sugere uma varia¢do na interacdo eletrodo-eletrolito, que leva a
diferentes intensidades da adsorcdo de CO na superficie do dispositivo [63]. Este efeito é
observado na literatura na forma de altos sobrepotenciais, em meio acido, para que a oxidacao
do CO comecar, enquanto em meio alcalino, a eficiéncia das superficies de Au é ainda maior
do que as estruturas de Pt, comumente consideradas como um catalisador mais vantajoso [60,
64].

Esta eficiéncia das estruturas de Au em meio alcalino é atribuida principalmente a
adsorcdo de OH sobre os planos cristalinos (111), que atraem o CO da solucdo, melhorando
ambos os processos de adsorcao, em termos de energia. Como o meio alcalino é mais abundante
em OH livre, a cobertura aumenta, melhorando a reagédo geral. Este tipo de interacdo também é
extremamente importante para a oxidacdo de alcoois e aglcares com materiais deste metal
nobre [65-67]. Em pHs superiores a 11, o equilibrio favorece a producéo de anions etoxi (R-0O")
a partir de alcoois e acUcares adsorvidos, com reacdes subsequentes e determinantes da taxa,
como a producdo de aldeidos, culminando na formacéo de CO., quando em completa eficiéncia
[60].

Como as estruturas de Au sdo caracteristicamente estaveis, apresentam um
comportamento Unico quando comparados aos catalisadores mais comuns: menor reatividade
com eletrdlito aquoso e taxa de envenenamento por CO bastante baixa. Isso leva 0s
eletrocatalisadores de Au a atingirem taxas de rotatividade mais altas em altos sobrepotenciais
e potenciais de inicio mais baixos, devido a interacdo entre COags € 0 mecanismo envolvendo
R—O~ para &lcoois/agUcares, comentado anteriormente (que ocorre em sinergia da adsorcdo de
CO-OH) [63].

Novidades cientificas sobre este tema incluem a substituicdo parcial de Au, em
catalisadores a base do metal, para obter vantagens consideraveis: diferentes metais podem
apresentar efeitos sinérgicos intensificadores, como aumento da distribuicdo de elétrons,

eliminacdo de adsorbatos ou mecanismos colaterais que ignoram processos da reacéo no plano
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do metal principal [68, 69]. No que diz respeito & substituicdo de metais nobres, também é
importante destacar a reducdo do custo total, ao utilizar metais mais baratos e/ou menos nobres
para atingir um comportamento ideal, mantendo ou superando a eficiéncia do metal puro [68,
70].

Como exemplo, o trabalho de Cuevas-Mufiiz et al. [71] apresenta a comparacao entre
os eletrocatalisadores Au/C e AuzAg7/C para a reacdo de oxidagdo da glicose, onde o
catalisador ligado apresentou uma maxima de densidade de poténcia de ~1,0 mW mg=,
enquanto Au/C apresentou um maximo de 0,4 mW mg1, e aumento de 2,5 vezes mais poténcia
por mg de catalisador pela adicdo de Ag ao composito. Os autores também destacaram a
mudanca do potencial de inicio de reacdo para valores mais negativos (~150 mV), indicando

gue mMenos energia é necessaria para iniciar 0 processo como um todo.

1.1.2.2. Bismuto

A prética de aumentar a eficiéncia das principais espécies cataliticas com a adi¢do de
outros 4&tomos metalicos, € muito difundida ndo apenas para catalisadores baseados em Au [72,
73]. Apresentando efeitos interessantes, o Bi vem ganhando consideravel notoriedade no
aprimoramento do desempenho dos catalisadores de Pd em células a combustivel de EtOH
alcalino direto [74]. Segundo Tusi et al. [54] ele tem efeitos eletrénicos potencializados na liga
PdBi, o que favorece a reacdo de oxidacdo do EtOH, ao mesmo tempo que retarda o
envenenamento por CO do metal mais nobre. Nos trabalhos de Ning et al. [75] e Neto et al.
[76], é relatado que embora o Bi ndo necessariamente forme ligas, a adi¢cdo do metal facilitou
a reacdo geral pela formacéao de BiO superficial, limitando a perda de eficiéncia provocada por
espécies intermediarias fortemente adsorvidas em Pd.

Em seu trabalho, Rogozhnikov [77] apresentou um extenso estudo da interacdo entre
as estruturas Au(111) e Bi, revelando um comportamento interessante entre os dois metais. Por
exemplo, ambos 0s metais interagiram na formacao de ligacOes fortes entre os orbitais s-, p- e
d-, e a adicdo de Bi a estrutura de Au ndo impede a formagc&o de fons BiOH?*, mesmo em meio
acido. Ambos os resultados corroboram com o mecanismo atribuido ao metal além dos cristais
de Pd: o efeito eletrbnico, ao compartilhar elétrons com a estrutura geral; e os efeitos
geométricos, evitando possiveis espécies intermediarias que potencialmente inibam a
continuacdo da reacdo da célula. Porém, é importante ressaltar que, como o raio atbmico do Bi
é maior que o do Au, sua adi¢do poderia provocar defeitos na superficie, possivelmente

prejudicando a eficiéncia do material, bloqueando sitios ativos ou criando defeitos cinéticos
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dificultadores. Portanto, um estudo envolvendo a propor¢do ideal entre os dois metais é

essencial para tal aplicacéo.

1.1.3. Tintas Condutoras de Carbono e Eletrodos Descartaveis

Tintas condutoras podem ser utilizadas sobre substratos inertes de modo a criar
eletrodos descartaveis, com a técnica de serigrafia adaptada. Esta técnica consiste na aplicacao da
tinta atraves de uma tela com o formato do eletrodo, desde que regulados o tempo de secagem e
de remocé&o da dita tela [78, 79]. Como uma emergente alternativa, estes eletrodos ndo possuem a
necessidade da regeneracdo de sua superficie e podem ser produzidos em larga escala, além de
possuirem relativo baixo custo e possibilidade de miniaturizacao [79, 80], reduzindo o volume de
amostra [80-82]. Como exemplo, Andreotti et al. [83] produziram dispositivos com tintas
condutora de grafite e esmalte para unhas, para a detecgdo de epinefrina (EP), dopamina e
hidroquinona, como prova de conceito. O trabalho demonstra o relativo baixo custo e facilidade
da producéo do lote de eletrodos.

Possuindo vérios alétropos interessantes para a eletroanalitica, materiais de carbono
possuem interessantes propriedades de condugéo e resisténcia pelo seu relativo baixo custo, sendo
comumente empregados na confeccdo de sensores, variando desde os solidos e robustos como o
carbono vitreo [84-86], até o uso de nanotubos e grafeno em dispositivos descartaveis [87-89]. A
estrutura destes materiais, como a amorficidade do negro de fumo (carbon black, CB) ou a
distribuicdo sp? dos planos estacados do grafite, permitem sua associacio a veiculos poliméricos
na producdo de tintas condutoras [90, 91]. Em teoria, a propor¢do ideal entre 0s materiais é
préxima a uma relacdo 1:1 (m:m), de modo que ndo haja perdas das propriedades elétricas [33].
No entanto, destaca-se que alguns fatores intrinsecos ao polimero, como viscosidade e
espacamento entre cadeias, podem alterar esta proporcdo, facilitando ou dificultando o transporte
eletrbnico entre particulas espalhadas pela dispersdo [92].

O CB (Figura 2) possui uma estrutura amorfa que apresenta propriedades interessantes
para o desenvolvimento de sensores eletroquimicos, como alta condutividade e area superficial
especifica, enquanto é relativamente mais barato que outros nanomateriais de carbono, tanto em
termos de custo, quanto em sua producdo [93-95]. Quando produzido a partir de aquecimentos
acima de 700 °C, ocorre um aumento no nimero de carbonos saturados das sequéncias sp? das
estruturas, originando momento de consideravel maior conducdo elétrica, além de sitios com
bordas grafiticas, que podem ser aproveitadas na imobilizacdo de biomoléculas [93]. Além disso,
devido a aglomeracdo disforme da estrutura, as superficies desses materiais podem ser favoraveis

para a intercalagdo de particulas metalicas, uma vez que areas oxigenadas ou porosas alteram o
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balanco de cargas superficiais e sdo consideravelmente mais reativas [93]. A literatura apresenta
uma gama de sensores eletroquimicos em que CB foi empregado como modificador de eletrodos
[94-98]. Delgado et al. [98] produziram dispositivos modificados com particulas esféricas de CB
e fécula de batata para a determinacdo de tetraciclina em amostras de agua e leite, com uma
resposta linear entre 4,9 e 118 umol L~ e um LOD de 1,15 pmol L1,

O CB apresenta muitas vantagens, como uma alta area superficial especifica [99], um
uma estrutura esférica com muitos defeitos localizados, 0 que aumenta a cinética de transferéncia
de elétrons [99]; excelente condutividade elétrica [99-101], e a possibilidade de dispersa-lo em
muitos solventes [99, 102]. Além disso, € um material de custo extremamente baixo, com margem
pouco superior a US$ 1,00 por kg [102]. Nesse contexto, o CB ganhou espaco na literatura,
principalmente como agente modificador de eletrodos [100, 101, 103] tanto para sensores quanto

para biossensores.

Figura 2. Representacdo de uma estrutura tipica de CB. Fonte: Elaboracao propria

1.1.4. Materiais Multifuncionais
No desenvolvimento de novos materiais, € comum o foco em caracteristicas
especificas, normalmente em busca de uma dada aplicagdo. No entanto, ao se concentrar as

atencles a natureza, nos deparamos com diversos materiais que correspondem a multiplas
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fungBes para um mesmo organismo ou sistema. Um exemplo classico s&o as asas das borboletas,
que além de fornecerem funcdes motoras para 0 voo, também sdo responsaveis por parte da
absorcéo de energia na forma de calor e conversao de energia para estabilizacdo da temperatura
corporal, além de integrais papéis na sociedade do animal, como eventos de reproducdo e
camuflagem [104-106]. Seguindo esta ideia, é de se esperar cada vez da comunidade cientifica
o0 interesse em desenvolver materiais que possibilitem diferentes aplicacGes, usufruindo de suas
caracteristicas intrinsecas para fornecer um Gnico ou uma gama de mecanismos para cada uma
destas operagdes [107-111]. No desenvolvimento de materiais para sensores voltamétricos, a
literatura apresenta o uso de materiais desenvolvidos, em sua maioria, buscando uma maior
magnitude em densidade de corrente. Entretanto, muitos dos trabalhos ndo especificam
mecanismos ocorrendo na superficie do dispositivo, uma vez que tais processos podem ser
consideravelmente complexos e nem sempre compensam 0 custo da pesquisa, uma vez que a
informacdo do mecanismo pode ndo fornecer melhorias para tal estrutura [112-114]. Portanto,
tal abordagem parece se distanciar da tida pelos desenvolvimentos de eletrocatalisadores para
células a combustivel, uma vez que esta necessita puramente do entendimento destes

mecanismos de superficie para que se obtenha um material minimamente viavel [115-118].
1.2. CELULAS A COMBUSTIVEL E ENERGIA

A constante emissdo de CO> na atmosfera a partir do uso de combustiveis
majoritariamente fosseis, principalmente pelos meios de locomocdo, é atribuida como a
principal responsavel pelo agravamento do efeito estufa, danificando todo o ecossistema [41,
43]. Em consideracdo, diversas pesquisas relacionadas a producdo de energias renovaveis sao
foco dos atuais avancos tecnoldgicos e, dentre elas, podemos destacar as células a combustiveis
eletroquimicas [36, 41-44]. Estas sdo alternativas interessantes para a obtencéo direta de energia
elétrica, além da possibilidade do uso de combustiveis de origem renovavel [37, 42]. As Egs.
01 e 02 representam seu principio fundamental, onde ha a quebra eletroquimica das ligacdes de
um combustivel, para geracéo de agua, energia na forma de calor e eletricidade. No caso, refere-
se ao transporte dos ions da ligacdo H—H no anodo para o catodo, produzindo corrente elétrica

e os devidos subprodutos da oxirreducao.

Anodo:HZ(aq) = 2H% (qq) + 267 Eq. 01

Catodo: OZ(aq) + 4H+(aq) + 4H" (4q) = 2H,0 Eq. 02
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Para tanto, células baseadas na quebra da ligacdo entre os 4&tomos de Hy(), foram
essenciais para o crescimento e entendimento da area. Trabalhos pioneiros como os de Minh
[119] e de Baldwin et al. [120] mostram aplicacGes deste mecanismo. Todavia, sabe-se que 0
elevado custo e periculosidade do trabalho com o gés, torna vidvel a investigacdo de outros
materiais combustiveis. Nas Ultimas décadas, diversos trabalhos vém propondo a utiliza¢do de
espécies ricas em hidrogénio como combustiveis. Weber et al. [121] e Wang et al. [122]
propdem o uso de &cido formico nestes aspectos, apresentando resultados promissores. Ja
recentemente, Muneeb et al. [123] conseguem aplicar, de modo aceitavel, o uso de ascorbato
para tal fim. Tais células a combustivel sdo comumente referidas como PEMFC e DAFC, do
inglés (Proton-exchange membrane fuel cell e direct ascorbate fuel cell, respectivamente).
Ambas operam de modo similar, com operacdo de materiais condutores de prétons, como
descrito.

Além disso, outras abordagens para células a combustivel eletroquimicas sdo
estudadas, como a quebra de ligacGes altamente energéticas, como a C—C. Nestes casos, 0 uso
de élcoois é altamente difundido, sendo que seu carater renovavel torna a proposta atrativa.
Dentre eles, o metanol é regularmente proposto como combustivel [44, 124-126]. Todavia,
pelas suas altas toxicidade e solubilidade em &gua, atualmente buscam-se materiais que possam
substitui-lo, evitando danos ambientais e a satde. Sendo largamente obtido pela agricultura,
através do plantio de espécies do género Saccharum e o principal componente obtido da
fermentacdo de biomassas, o EtOH se apresenta como uma fascinante opcdo para a funcéo
proposta. A estas células, atribui-se 0 nome de células & combustivel de EtOH direto alcalina
(ADEFC, do inglés alkaline direct ethanol fuel cell), e destaca-se que estas vém ganhando
consideravel espaco, essencialmente pelo seu uso se dar em temperaturas mais baixas e com
rendimento significativo [37, 42].

A utilizacdo de &lcoois em células a combustivel é comumente referida como
possuindo potencial para aplicacbes moveis, como carros e motocicletas; e para pequenos
dispositivos portateis, como telefones e computadores. Porém, embora 0 metanol seja uma das
mais favordveis opcOes, fatores ambientais podem considera-lo como de alto risco, como
discutidos anteriormente. Neste cenario, 0 EtOH pode ser uma importante op¢éo, uma vez que
a literatura [127-130] traz dados que corroboram que sua reatividade eletroquimica na
superficie de catalisadores néo é significativamente inferior a do metanol, e suas relativa baixa
toxicidade e acessivel obtencdo, fazem dele um importante alvo de estudos. Portanto, este

trabalho visou o emprego de eletrocatalisadores no estudo de células com EtOH como
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combustivel, tanto para demonstrar as fungdes e caracteristicas dos materiais sintetizados,
quanto para entender suas possiveis eficiéncias em células reais.

A analise deste tipo de equipamento depende da preparacdo precisa de uma célula,
com eletrodos anddicos e catddicos, uma membrana permeavel e os catalisadores adequados.
Isto pode ser um processo que conNsome Muitos recursos, uma vez que estes eletrodos séo
normalmente materiais relativamente caros e é desejavel evitar a perda do catalisador durante
o fechamento da célula. Além disso, o campo da eletroquimica esta frequentemente em busca
de novos materiais eletrodicos, visando uma melhor reproducdo da obtencdo de dados com
materiais relativamente mais baratos. Portanto, a comunidade cientifica vem, recentemente,
apresentando ao mundo alternativas mais baratas e simples, obtidas pelas mais diferentes
metodologias [131-134]. Neste contexto, tintas condutoras fabricadas em laboratério séo
introduzidas como opc¢des para a fabricagéo de sistemas eletronicos serigrafados em diferentes
areas da eletroquimica [135-138].

Esses dispositivos sdo feitos pela aplicacdo de tinta condutiva através de uma tela
com desenho de eletrodo. Ao remover tal tela, a tinta é deixada secar sobre um substrato
apropriado [139, 140]. Este tipo de dispositivo apresenta alta reprodutibilidade com possivel
producdo em massa, custo de material relativamente baixo e possibilidade de miniaturizagéo e
modificacdo. Estas duas ultimas propriedades sdo bastante interessantes para células a
combustivel, pois a miniaturizacdo pode levar a abordagens com tecnologia point-of-care,
tornando o equipamento mais proximo de uma célula mével; e a possibilidade de modificacédo
permitindo a melhoria da prépria tinta ou da superficie do eletrodo, para transformar o
dispositivo na solucdo de algum problema especifico [141]. Um exemplo é a adi¢do de enzimas
ativas sobre a superficie do eletrodo, como as células de biocombustivel produzidas por
Markovic et al. [142], onde duas enzimas diferentes foram adicionadas a um sistema de
eletrodos serigrafados para criar um regime de transferéncia de elétrons para a oxidacdo da
glicose, levando a uma maxima densidade de poténcia de 0,34 mW cm=2a 250 mV.

A literatura recente demonstra que ha interesse em novas formulagdes de tintas e suas
modificacOes, onde diferentes particulas condutoras séo adicionadas na dispersdo [143-145],
ou no uso de solventes, agentes ligantes e outros aditivos, para melhorar o desempenho do
eletrodo [135]. Por exemplo, nosso grupo de pesquisa ja publicou uma gama de tintas
condutoras para aplicacdes eletroquimicas, com componentes de custo relativamente baixo,
incluindo esmalte [140], verniz automotivo [139], dispersdo aquosa de quitosana [146], resina

alquidica [147] e goma-laca [148].
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Assim, um dos trabalhos aqui descritos teve como objetivo a identificacdo e
desenvolvimento de estruturas cataliticas Otimas com nanoparticulas de Au e Bi
eletrodepositadas sobre um sistema de eletrodos serigrafados, otimizado por Planejamento de

Experimentos em diferentes propor¢des de Au:Bi, visando a oxidagdo de EtOH.
1.3.  IMUNOSSENSORES ELETROQUIMICOS

Biossensores eletroquimicos sdo dispositivos que utilizam biorreceptores de elétrons
como modificadores para as estruturas sensoriais convencionais [149-152]. Embora existam em
diferentes formas, uma das mais estudadas é o uso de anticorpos e antigenos para tal funcéo
[149-152]. Anticorpos sdo componentes produzidos naturalmente por um organismo vivo, que
possuem um formato em Y, com duas regides distintas: a cadeia leve, localizada na parte
superior, que contém dois pares de cadeias polipeptidicas; e a cadeia pesada, que € ligada
diretamente ao corpo central da macromolécula (Figura 3). A parte mais ao topo de ambas as
cadeias possui um sequenciamento proprio para ligar-se covalentemente a um antigeno
especifico. Tal caracteristica garante alta seletividade aos imunossensores, sendo este seu
principal atrativo para a anélises quimicas [149-152]. Ja a parte inferior dos anticorpos, embora
muitas vezes ndo se tratarem de portadoras de mecanismos de interesse, podem ser utilizadas

para imobilizacdo das moléculas nos sensores [149-152].
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Figura 3. Representagdo de um anticorpo com cadeias leves (azul), pesadas (verde) e suas

ligacGes de dissulfeto (vermelho). Fonte: Elaboracéo prépria

Diferentes dispositivos podem ser confeccionados a partir da interagdo entre estas
cadeias peptidicas dos anticorpos e 0s seus respectivos antigenos, a depender da configuracéo
do experimento e/ou da arquitetura do sensor. Um dos testes mais famosos na area da salde €
0 ensaio de imunoabsor¢do enzimética (ELISA), que, em sua forma mais simples, consiste na
imobilizacdo de um anticorpo de interesse a um substrato, onde sera promovida a interacdo com
seu antigeno. Um segundo anticorpo sera ligado a este mesmo antigeno, mas este sera marcado
com uma enzima. A ultima etapa consiste na adi¢do de uma solugédo contendo o substrato da
enzima, promovendo seu processo catalitico. Com a reacdo da enzima, um sinal controlado é
detectado, geralmente na forma colorimétrica, e pode-se saber se o diagnéstico do paciente.
Este ensaio é denominado como sanduiche, onde o antigeno fica ligado a dois anticorpos em
posi¢Oes opostas [153-156]. Uma variagdo do teste ELISA também pode exemplificar outro
mecanismo de sensores produzidos, aquele baseado em interagdes competitivas entre diferentes
antigenos. O antigeno de interesse é adicionado a um meio que contém o mesmo ou antigenos
similares, mas que s&o marcados com moléculas ou ions de facil deteccéo. Este meio contém
menor concentragdo de anticorpos, de modo que os antigenos compitam pela ligacdo. Como o
antigeno marcado produz um sinal detectavel, a interacdo com o antigeno ndo marcado provoca
a queda deste sinal, também de forma controlada [153, 156, 157] .
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Para a eletroanalitica, temos também outra configuracdo: a que opera com a adigdo
de camadas, a superficie do eletrodo, que ndo necessariamente sdo compostas de eximios
condutores elétricos, obtendo-se um sinal relativamente baixo. Assim, faz-se necessario o uso
de uma espécie redox bem conhecida para funcionar como mediadora de elétrons. Nestes casos,
duas frentes sdo encontradas em literatura: dispositivos que utilizam de biomoléculas marcadas
com espécies de sondas eletroquimicas, em que o sinal destas é monitorado [152, 158, 159], e
outros que utilizam a resposta do sistema em relacdo ao conteldo da cela eletroquimica, na
presenca de tais sondas. Esta segunda classe é denominada label—free, uma vez que ndo contém
as biomoléculas marcadas [151, 160-162]. Em se tratando do monitoramento do sinal
elétrico/eletroquimico, pode-se ainda utilizar do sinal voltamétrico faradaico da sonda ou da
resposta em relacdo a impedancia do sistema. Considerando-se que a ligagdo antigeno-
anticorpo pode prejudicar a obtencdo do sinal, a resposta de impedancia eletroquimica do
sistema podera sofrer alteracdes, possivelmente de forma controlada [149, 163-165], sendo a

investigagdo deste comportamento também um dos objetivos deste trabalho.

1.3.1. Doenga de Parkinson

A doenca de Parkinson possui seu mecanismo bem elaborado e explicado pela
comunidade cientifica, com avanc¢os consideraveis desde sua primeira publicacdo, por James
Parkinson em 1817 [166]. Dentre suas func¢des, a doenca avaria o sistema motor [167], provoca
desordens de sono [168] e estd relacionada com depressdo [169] e hiposmia [170]. Seu
mecanismo esta intimamente associado a perda de neurénios pigmentados dopaminérgicos na
substancia negra e & acumulagéo/deposic¢do de a—sinucleina (asyn, também conhecida como
PARK1, Figura 4) em neurdnios. Quando isolados, estes fatores podem ter motivos externos a
Parkinson, porém, quando acontecem juntos, sdo um fator definitivo para o diagndstico [171,
172]. A perda dos neurbnios dopaminérgicos citados comeca focalizada em estagios
preliminares, mas rapidamente se alastra para varias regides cerebrais conforme a progressdo
da enfermidade. Ja a concentracdo de asyn ocorre no citoplasma neuronal de varias regides
cerebrais. Tais acumulos acarretam na formacao de agregados da molécula, tal como os corpos
de Lewy, obstruindo varios mecanismos devido ao tamanho descomunal destes agregados [167,
173].
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Figura 4. Estrutura tridimensional de a-sinucleina. Fonte: Elaboracdo propria

Em uma estimativa geral, a doenca afeta 20 a cada 100.000 individuos, com uma taxa
incrementada de 5 a 10 vezes ap0s 0s 60 anos [167, 174-176] e com um aumento na mortalidade
apos a primeira década de inicio dos sintomas [167, 177]. Conforme estudos [167, 178], devido
0s avanc¢os medicinais e o envelhecimento da populacdo global, estima-se que entre 2005 e
2030 o namero de casos de Parkinson dobrara, aumentando o interesse cientifico de se obter
novos e mais robustos métodos de diagnostico e tratamento. Uma discussdo sobre as regides
mais afetadas pela patologia é dificil, uma vez que ndo existem muitos estudos classificando
fatores puramente genéticos ou regionais, e sim uma distribuicdo de trabalhos que relatam uma
influéncia de ambos [167, 179, 180]. No Brasil, segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE) [181], a projecao de populacdo idosa, para 2030, com a doenca é de cerca
de 10.000.000 de habitantes. No entanto, com o0 aumento do uso de agrotdxicos nos anos
recentes, é esperado que exista um aumento deste nimero. Trabalhos como os de Ascherio et
al. [182] constatam uma relagdo entre o uso destes compostos com 0s problemas
neurodegenerativos da doenca de Parkinson.

Dentre as espécies biomarcadoras para a Parkinson, a que possui relagdo mais direta
aos diferentes estagios da doenca € a propria asyn. Em preocupag¢do com seu monitoramento e

diagnostico precoce, alguns imunossensores podem ser encontrados na literatura. Xu et al.



28

[183] desenvolveram um dispositivo a base de Oxido de grafeno, com ligacdo covalente a
molécula, para deteccdo de seu anticorpo. Eles reportam um LOD de 1,2 pmol L. An et al.
[150] utilizaram da ligac&o da proteina com uma superficie contendo nanoparticulas de ouro
que, posteriormente, foi utilizada para acoplar com um anticorpo secundario (imunoglobulina
G). Com este acoplamento, a resposta eletroquimica do dispositivo era avariada de maneira
controlada, pelo incremento da resisténcia do sistema. Eles reportaram uma faixa linear de 0,05
a0,5ng mL~teum LOD de 14,6 pg mLL. Vale destacar, também, que o teste ELISA pode ser
empregado para a determinagéo do antigeno em pacientes com Parkinson, onde a concentracao
média de asyn no sangue é de 24,8 mg mL~, como destacado por Barbour et al. [184]. Os
autores também indicam que mais de 99% da a.syn no corpo humano é encontrada no sangue,
indicando que o meio poderia ser mais explorado para o diagndstico de pacientes com
Parkinson, juntamente do liquido cerebrospinal, que € a amostra mais utilizada para este fim.
Um segundo efeito do acimulo de asyn, como descrito por Gai et al. [185] é a severa
diminuicdo de neurdnios que contenham feniletanolamina N-metiltransferase, a principal
enzima responsavel pela sintese de EP, no bulbo rostral ventrolateral e da rafe medular rostral,
provocando uma brusca queda na concentracdo de EP no organismo. A EP (Figura 5) é uma
catecolamina de grande importancia no sistema nervoso central, agindo primariamente como
horménio e neurotransmissor nos regulamentos da taxa de batimento cardiaco, atividade dos
musculos cerebrais e pressdo sanguinea [186, 187]. Devido a estas fun¢des, alteracGes em sua
concentracdo € intimamente relacionada ao surgimento de outras doencas neuroldgicas e
neuropsiquiatricas em pacientes com Parkinson [185, 186, 188, 189], fazendo com que sua

determinacéo seja de interesse clinico.
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Figura 5. Estrutura da epinefrina. Fonte: Elaboracdo propria

A faixa comum de EP num humano saudavel varia diariamente entre 0 e 764 pmol

L-! [190], mas esse valor pode aumentar para os niveis de umol L=t [191] devido a muitas
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doencas, como tumores adrenais, conhecidos como feocromocitoma [191], paraganglioma e
hipertensdo [192], medula renal disfuncional [193] e doenca de Parkinson [194, 195].

EP estd correlacionado a muitas doencas diferentes, fazendo com que seja mais
comumente usado como analito do que asyn, em quimica analitica. Como tal, uma variedade
de técnicas e dispositivos tém sido usados para detectar o neurotransmissor, como fluorescéncia
[196], tomografia por emissao de pdsitrons [197, 198], cromatografias [57, 58, espectrometria
de massa [199, 200] e técnicas eletroquimicas [201, 202]. Este ultimo grupo tem a vantagem de
fornecer dispositivos de determinacdo relativamente mais baratos, incluindo o recente aumento
de sistemas feitos em laboratério para tal fim [140, 203-205].

Outra interessante proteina que vem sendo considerada um biomarcador emergente
para Parkinson é a proteina DJ-1. Esta possui diferentes fungdes no organismo, e tem atuacéo
fundamental na protecdo contra o estresse oxidativo. A proteina é produzida pelo gene PARK?7,

sendo categorizada inicialmente como um oncogene [206].

Figura 6. Estrutura tridimensional da proteina PARK7/DJ-1. Fonte: Elaboragéo propria

Pacientes com alto nivel de DJ-1 sdo associados & alta toleréncia ao estresse oxidativo,
mas este excesso pode estar associado ao desenvolvimento de varias doencas

neurodegenerativas, como a Parkinson, mas também a diabetes tipo 2 e canceres, especialmente
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o endometrial [207, 208]. Embora a ciéncia ainda pouco tenha compreendido seus mecanismos,
algumas revisdes buscam estudar a relacdo proteina/doenca, encontrando que, em casos de
estresse celular, o nivel de DJ-1 tende a ser um importante sinalizador, especialmente em
pacientes com Parkinson, onde a DJ-1 tem sua sequéncia de genes oxidada em seus residuos de
cisteina (posi¢do 106) [209-211]. O trabalho de Hong et al. [212] indica, atraves de Western
Blot, filtracdo em gel e espectroscopia de massa, que 0s niveis da proteina variam em torno de
30 a 90 ng mL™, a depender de idade, alimentacio e outros fatores externos, em pacientes
diagnosticados com Parkinson e outras doencas neurodegenerativas. Todavia, embora 0s
autores corroborem que a proteina tem funcdo no desenvolver das doengas, eles também
indicam que mais estudos sdo fundamentais para afirmar seu papel no processo. Deste modo,
dispositivos adequados a quantificacdo desta proteina também sdo de interessante valia para

pesquisas na saude.

Esta tese de doutorado direto apresenta a exploracdo de conceitos, teorias, praticas,
situacbes e métodos, tanto os comumente empregados, quanto os tidos como nao-usuais e
complexos. Assim, este documento se propOe a detalhar e explicar diferentes fendmenos e
experimentos, numa tentativa de ser um material base para futuras geracbes da area da
eletroanalitica e adjacentes. Com um extenso foco no entendimento das estruturas dos materiais
e em como essa caracteristica se estende para a resposta eletroquimica, seguem-se quatro
capitulos explorando abordagens diferentes do uso de particulas metalicas para o

desenvolvimento de sensores, biossensores e eletrocatalisadores.
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2. OBJETIVOS
2.1. OBJETIVOS GERAIS

Este documento descreve um trabalho de pesquisa que buscou desenvolver diferentes
dispositivos, cada um empregando particulas metélicas com propostas distintas, visando

aplicacdes tanto em sensores e biossensores eletroquimicos, quanto em células a combustivel.
2.2.  OBJETIVOS ESPECIFICOS

CAPITULO |

e Propor processo de sintese de eletrocatalisadores ternarios de Pd, Ag e Bi que
sejam eficientes para a oxidacao de etanol;

e Investigar e avaliar a eficiéncia dos eletrocatalisadores sintetizados, buscando
conhecimento sobre suas estruturas morfoldgicas e como elas afetam o material
eletroguimicamente;

o |dentificar composicdes cientificamente atrativas destes compaositos e aplica-las
em cenarios proximos ao real para células a combustivel;

e  Construir sensor eletroquimico com o eletrocatalisador ternario que apresentar
resultados interessantes no teste com célula, buscando integracdo entre diferentes areas da
eletroquimica;

e Investigar melhores condi¢des de operacdo para o sensor eletroquimico e aplica-

lo em testes de validacdo para a determinacdo de dopamina.

CAPITULO II

e Produzir uma nova tinta condutora, com materiais de relativo baixo custo,
buscando a fabricacdo de sistemas economicamente mais viaveis, sem perda de eficiéncia;

e Investigar e caracterizar a estrutura e comportamentos pertinentes da nova tinta
desenvolvida, buscando correlacionar as informac6es obtidas com seu perfil eletroquimico;

e Modificar a superficie dos dispositivos com particulas de Pd, e otimizar o
processo com auxilio da Planejamento de Experimentos, para aplicar o dispositivo em amostras
pertinentes;

e Modificar a superficie dos dispositivos com camadas automontadas de
moléculas e proteinas, e otimizar o processo com auxilio da Planejamento de Experimentos,

para aplicar o dispositivo em amostras pertinentes;
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CAPITULO 111

e Modificar a superficie da tinta condutora com microparticulas de Au para
incremento da contribuicdo de capacitancia eletroquimica do material;

e Modificar a superficie das particulas de Au com camadas automontadas de
moléculas e proteinas, fazendo com que o dispositivo possa determinar a concentracdo de
PARK7/DJ-1.

e Otimizar as modificacdes com Planejamento de Experimentos;

e Aplicar e validar o dispositivo em testes de determinacdo de PARK7/DJ-1 em

amostras complexas e reais.

CAPITULO IV

e Investigar a proporcédo entre Au e Bi para melhorar a eficiéncia do processo de
oxidacdo do etanol e otimizar todo o processo de eletrodeposicdo dos metais por meio de
Planejamento de Experimentos;

e Validar o procedimento otimizado e 0 modelo matematico com experimentos;

e Caracterizar morfoldgica e eletroquimicamente o material, buscando relacionar

as informacdes obtidas.
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Em frente, entdo! Para a gloria e outras bobagens

desse tipo!

Brandon Sanderson, Palavras de Radiancia
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CAPITULO |

ELETROCATALISADORES DE Pd, Ag E Bi SUPORTADOS EM CARBONO COMO
MATERIAIS ELETROQUIMICOS MULTIFUNCIONAIS PARA OXIDACAO DE
ETANOL E DETERMINACAO DE DOPAMINA

3. MATERIAL E METODOS

Todos os reagentes utilizados no presente trabalho foram adquiridos do grupo Merck
(Sigma Aldrich) e/ou Fluka, em grau analitico. Agua ultrapura (Millipore™ Synergy®), com
resistividade >18,2 MQ cm, foi usada no preparo de todas as solugdes. Para caracterizagao
eletroquimica do dispositivo, solugdes 1,0 mol L de KOH (pH 13) e 0,1 mol L™! de tampé&o
fosfato (PB) (diferentes valores de pH) foram utilizadas como eletrélito suporte, esta Gltima
também usada na determinacdo de dopamina, em pH 6,1. As Figuras e modelos tridimensionais

foram feitos com o software Blender 4.2.
3.1. EQUIPAMENTOS

As analises eletroquimicas foram efetuadas por um potenciostato/galvanostato
PGSTAT204 Metrohm (Eco Chemie), gerenciado pelo software Nova 2.1.4, em gue o sistema
de trés eletrodos, composto por eletrodos de Ag/AgCl (KCI 3,0 mol L) como referéncia,
platina (Pt) como contra-eletrodo e de carbono vitreo (GCE, glassy carbon electrode)
modificado para trabalho, foi utilizado em todas as analises. Para cada voltametria, houve um
tempo de espera de 60 s entre o contato do dispositivo com solugdo contendo o analito e o inicio
dos experimentos. As analises de espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIE) foram
obtidas com o0s seguintes parametros experimentais: E = —472 mV, amplitude de 10 mV, ondas
do tipo seno por toda a andlise e 10 incrementos de frequéncia por década, numa faixa de 1,0 x
10%a 1,0 x 102 Hz. A caracterizacio morfolégica foi realizada por Microscopia Eletronica de
Varredura (MEV) usando um Microscépio Eletrénico de Varredura Thermo Scientific Prisma
E, com tecnologia ColorSEM integrada. Imagens de microscopia eletronica de transmisséo
(MET) foram obtidas usando um instrumento JEOL JEM 1200 a 200 kV (imagem de campo
escuro obtida com mesma configuracdo a da imagem de campo claro). A difragdo de raio X
(DRX) foi realizada por um Miniflex Il difratbmetro de raios X (Rigaku), com uma fonte de
radiagdo de CuKa (A = 0,15406 nm), numa faixa de 3,0 a 90 ° angulares, com um incremento
de 0,02 ° e 10 ° min~! de tempo de analise. Um pHmetro 827 (Metrohm) foi usado para todas

as determinacdes de pH. Para experimentos em células a combustivel, conjuntos Eletrodo-
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Membrana-Eletrodo foram preparados por prensagem a quente a 125 °C por 7 minutos sob
pressdo (225 kgf cm=2), utilizando membranas de Nafion® 117 pré-tratadas, colocadas entre as
membranas anddicas dos eletrocatalisadores (Pd/C, PdsoAgso/C, PdsoBiso/C, PdgoAgisBios/C e
PdsoAgasBios/C) e eletrocatalisadores catddicos (Pt/C comercial, Basf). Os anodos binérios e
ternarios preparados, bem como os catodos foram feitos com uma carga de massa do
eletrocatalisador de 1,0 mgeq cm=2[221]. A célula foi operada a uma temperatura de 70 °C. As
curvas de polarizacdo foram obtidas em um AutoLab PGSTAT302N, também com o software

Nova 2.1.4 para coleta de dados.
3.2.  PREPARO DOS ELETROCATALISADORES

Todos os eletrocatalisadores neste trabalho apresentam 20% de sua massa como
metais e o0s seguintes foram sintetizados: Pd/C, PdsoAgso/C, PdsoBiso/C, PdgoAgisBios/C e
PdsoAgasBios/C. Estes materiais foram sintetizados a partir de métodos j& encontrados na
literatura [43]. Primeiramente, sais dos metais desejados (grau analitico) foram aliquotados
juntamente ao suporte de carbono. Apods, foi adicionado HCI 0,4 mol L' e a mistura
permaneceu em agitacdo constante por 2 h. Em seguida, uma solucéo de amonia foi adicionada
até que o pH 11 fosse atingido. Posteriormente, uma solucdo aquosa de NaBH4, de concentracao
cuja massa do redutor fosse correspondente a de cinco vezes a massa dos metais totais, foi
acrescida ao sistema, e a mistura permaneceu em agitacdo constante por mais duas horas. O
material foi entdo lavado com agua destilada durante filtracdo a vacuo, para remoc¢do de
impurezas, até atingir pH 7,0. Apés 4 horas de secagem em estufa (60 °C) os materiais estavam
prontos para uso. Finalmente, os eletrocatalisadores foram empregados na modificacdo de
eletrodos de carbono vitreo, como descrito na se¢do 3.3., para o estudo de seu comportamento.

A Figura 7 representa todo o processo.
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Figura 7. Esquema de preparo dos eletrocatalisadores. (1) os reagentes serdo aliquotados em
balanca analitica (11) para sequente adi¢do de HCI. (I11) Apds agitacdo constante, 0 meio sera
alcalinizado com solucéo de amonia, e (IVV) NaBH4 seré acrescido para completa redugéo. (V)
posteriormente a processos térmicos e de filtracdo, (V1) os eletrocatalisadores estardo prontos

para modificacdo dos eletrodos. Fonte: Elaboracdo propria
3.3. MODIFICACAO DOS ELETRODOS

Primeiramente, uma dispersdo de ~2,0 mL dos eletrocatalisadores foi preparada com
agua ultra pura (1600 pL), alcool isopropilico (400 uL) e Néafion (40 uL). Posteriormente, um
GCE foi devidamente lixado em superficie de veludo embebida em solucdo concentrada de
alumina, para limpeza da superficie. Apos, 6,0 uL da dispersdo foram gotejados em sua
superficie, e, com 1,5 h de secagem, o dispositivo, intitulado PdxAgyBiz/C/GCE (onde X, Y e Z

representam as porcentagens de cada metal, quando presente) estava pronto para uso.
3.4. OTIMIZACAO DE PARAMETROS

A otimizacdo dos pardmetros operacionais para a técnica de voltametria de onda
quadrada (VOQ): incremento de potencial (s, v1), amplitude de pulso (a, v2) e frequéncia (f,
v3); foram conduzidas com experimentos fatoriais completos 23 nos seguintes valores: f: 5,0 e

20 Hz, a: 60 e 100 mV e s: 1,0 e 5,0 mV. Estas analises foram realizadas em presenca de 1,0
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umol L1 de dopamina, em solugdo tamp&o 0,1 mol L~ pH 6,1 (definido a partir da literatura).
Esta e todas as outras voltametrias realizadas neste trabalho tiveram tempo de adsorcdo de
dopamina de 60 s para cada andlise. A Tabela 1 apresenta a matriz experimental dos
experimentos (variaveis, valores codificados e respostas). Todos 0s experimentos foram

realizados em triplicata e em ordem aleatéria [222, 223].

Tabela 1. Matriz do planejamento fatorial completo (2%) com os respectivos resultados obtidos

Experimento M vl v2 v3 vlv2 viv3 v2v3 vilv2v3 Resposta

(HA)
! 1 -1 -1 -1 1 1 1 -1 6.8
2 1 1 -1 -1 -1 -1 1 1 649
’ 1 1 1 -1 -1 1 -1 1 976
) $1 1 1 41 1 1 -1 1 13
S 1 -1 -1 1 1 1 1 1 14,1
° S T T S S
! 1 -1 1 1 -1 -1 1 -1 232
8 1 1 1 1 1 1 1 1 186

Em sequéncia, as duas variaveis mais significantes (a e f, v1 e v2, respectivamente)
foram otimizadas aplicando-se um arranjo de composto central, nos valores de 60 e 100 mV
paraaae 2,0e 10 Hz para a f, nas mesmas condicOes experimentais descritas anteriormente. O
incremento de potencial foi definido como 5,0 mV, pelo experimento com maior magnitude de

corrente ter ocorrido com este valor. A Tabela 2 apresenta a matriz para este experimento.



Tabela 2. Matriz do planejamento de composto central e os respectivos resultados obtidos

Experimento M vl v2 v1? V22 vlv2 Resposta
1 1 -1 -1 1 1 1 85,6
2 1 1 -1 1 1 -1 72,0
3 1 -1 1 1 1 -1 31,9
4 1 1 1 1 1 1 48,3
5 1 -1,4142 0 2 0 0 45,2
6 1 1,4142 0 2 0 0 129
7 1 0 -1,4142 0 2 0 9,61
8 1 0 1,4142 0 2 0 50,9
9 1 0 0 0 0 0 90,2
10 1 0 0 0 0 0 95,4
11 1 0 0 0 0 0 93,1

3.5, PREPARO DE AMOSTRAS

38

As deteccdes de dopamina foram realizadas por método de adicdo e recuperacao em

urina sintética. Ambas as amostras foram preparadas em meio de PB (0,1 mol L%, pH 6,1, com

equivalente forca idnica). A Tabela 3 mostra todos os reagentes utilizados junto de suas

concentracdes, de acordo com a literatura [224-226].

Tabela 3. Composicdo das amostras

preparadas
Urina sintética
Espécie
(gL

CaCl2-2 H.0 1,12
NaCl 2,92
Na>SO4 2,24
KH2PO4 1,40
KCI 1,60
NH4CI 1,00
Ureia 25,0
Creatinina 1,10
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. CARACTERIZACAO QUIMICA E MORFOLOGICA

A superficie do dispositivo modificado com cada um dos diferentes
eletrocatalisadores foi caracterizada pelas técnicas de MEV, DRX e MET, com a Figura 8
apresentando as imagens de MEV, a Figura 9 as de DRX e Figura 10 os dados de MET.

Através de todas as imagens de MEV é possivel notar pequenos aglomerados
metalicos distribuidos, com morfologias estruturais especificas, variando com a identidade do
catalisador. As imagens de Pd/C revelam que nas condicGes preparadas, o filme de catalisador
apresentou rupturas em varios locais. No entanto, a adi¢cdo de outros metais parece diminuir a
frequéncia destas. O eletrocatalisadore PdsopAgso/C apresentam alta exposicéo de aglomeragdes
metalicas, ainda mais abundantes que em Pd/C, em toda a camada externa. Por outro lado, a
presenca de Bi nesses compdsitos conferiu fases de carater ondulatério e lisas, mesmo com
baixas concentracfes desse elemento. Ambos o0s catalisadores ternarios mostraram regioes
metalicas mais localizadas em relacao aos materiais binarios, geralmente préximas a essa regiao

em ondular.
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Figura 8. Imagens de MEV de (A) Pd/C, (B) PdsoAgso/C, (C) PdsoBiso/C, (D) PdsoAgisBios/C e

(E) PdsoAgasBios/C; 1-3 representa ampliagdes crescentes e 4 apresenta a imagem de colorSEM

Nos difratogramas é possivel verificar os padrdes para Pd/C, PdsoAgso/C, PdsoBiso/C,
PdgoAg15Bios/C e PdsoAgasBios/C, a fim de analisar a cristalinidade, as interacfes entre 0s
metais e quais planos estdo passiveis de interacdo no material final. Como pode ser observado
em literatura [227], o pico de reflexdo em 26 = 25° é associado a presenca de grafite (002) no
CB suporte, sendo a Unica resposta deste no espectro, uma vez que o material é
consideravelmente amorfo. Para o Pd/C, observa-se picos em 40, 47, 68, 82 e 86°, referentes
aos planos (111), sendo este o principal plano catalitico do material; (200), (220), (311) e (222),
associados a estrutura cubica de face centrada (cfc) do Pd (e suas ligas), respectivamente. A
partir da lei de Bragg para o pico do plano (220), pode-se estimar o parametro de rede do
sistema: 0,373 nm. Este valor esta de acordo com outros Pd/C encontrados na literatura [227,
228]. Para esta amostra, o tamanho médio do cristalito € de 6,0 nm, calculado pela equacédo de
Scherrer para todos os picos. Com a adi¢do de Ag e Bi ao catalisador, nota-se um deslocamento
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dos picos discutidos anteriormente para &ngulos menores, implicando numa expansao de rede
e insercdo desses metais dentro da estrutura cfc do Pd [229]. Observa-se também uma
diminuicdo do caracter grafitico nos materiais ternarios em relacdo ao Pd/C, pela diminuicao
da intensidade do pico em 25°. Os tamanhos médios dos cristalitos também foram calculados
para os catalisadores secundarios e ternarios, sendo eles: 4,0 nm para PdsoAgso/C, 3,5 nm Para
PdsoBiso/C, 3,9 nm para PdspAgssBios/C e 4,1 nm para PdgoAg1sBios/C.

1 | |
| ——Pd, Ag,.Bi/C
; —— Pd, Ag, Bi/C

Mﬁ

—Pd, Ag,./C

Intensidade normalizada

——Pd/C
(220) (311)

(222)

20/°

Figura 9. Espectros de difracdo de raio-X para Pd/C (preto), PdsoAgso/C (vermelho),
PdsoBiso/C (verde), PdgoAgisBios/C (dourado) e PdsoAgasBioes/C (azul)

O MET é uma importante ferramenta para identificar a distribuicdo de particulas e
diferentes estruturas em uma amostra, potencialmente ajudando a entender os diferentes
comportamentos dos sistemas. Como dito anteriormente, as imagens de MET de Pd/C,
PdsoAgisBios/C e PdsoAgasBios/C estdo apresentadas na Figura 10. E possivel observar que,
quando comparado ao Pd/C (Figura 10A), 0 PdsoAg15Bios/C (Figura 10B) tem uma distribuigéo
de metais na forma de aglomerados maiores, além de apresentar pontos de dispersao em regides
de carbono (indicado por imagem de campo escuro, Figura 10B4), sugerindo uma estrutura de
carbono mais danificada. A estrutura do PdsoAgssBios/C (Figura 10C), no entanto, se assemelha

muito ao Pd/C, com metais mais homogeneamente distribuidos por toda a amostra. Além disso,
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ambas as imagens de campo escuro de Pd/C e PdsoAgssBios/C indicam pontos de dispersao de

elétrons em regides atribuidas a dispersao de particulas metéalicas.

Figura 10. Imagens MET representativas de Pd/C (A), PdsoAgisBios/C (B) e PdsoAgasBios/C
(C); 1-3 representam ampliacOes crescentes no modo de campo claro e 4 apresentam o modo

de campo escuro na maior ampliacao
4.2. CARACTERIZACAO ELETROQUIMICA

4.2.1. Perfil Eletroquimico para Catalise

Para se entender o comportamento de catdlise dos materiais, é necessario
compreender seu perfil eletroquimico apenas na presenca de um eletrolito. Para tanto, testes em
voltametria ciclica (VC) foram realizados em solugdo de KOH 1,0 mol L%, uma vez que
ADEFCs funcionam em meio alcalino, numa janela de trabalho de -0,85 a 0,5 V, numa
velocidade de varredura (v) de 50 mV s, A Figura 11 apresenta todos os dados, porém cada
material sera discutido separadamente a seguir. Para melhor adequacdo a literatura, todos os
resultados relacionados as células a combustivel foram normalizados pela massa de Pd em sua

COMpOsigao.
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Figura 11. Voltamogramas ciclicos obtidos com GCE modificado com Pd/C (preto),
PdsoAgso/C (vermelho), PdsoBiso/C (verde), PdgoAgisBios/C (dourado) e PdsoAgasBioes/C
(azul), em presenca de KOH 1,0 mol L™ v=50mV st

O comportamento do Pd/C (Figura 11, linha preta e Figura 12A) é semelhante a
outros encontrados na literatura [230-232], onde é possivel observar picos e regides de
processos redox distintos: embora nao seja bem definido em meio alcalino, a regido de adsor¢édo
de hidrogénio na superficie de Pd pode ser observada entre —800 e —500 mV e 0s picos de
formacéo de PdO podem ser observados em —161 e 22,0 mV, que sdo posteriormente reduzidos,
evidenciados pelo pico em —337 mV. O comportamento do PdspAgso/C (Figura 11, linha
vermelha e Figura 12B), apresenta alteracdes significativas quando comparado ao Pd/C. De
acordo com a literatura [233, 234], a presenca de Ag proximo a mesma porcentagem de Pd
favorece o processo catalitico em ADEFC. Nesta configuragéo, a formacdo de Ag20 pode ser
observada proximo a 370 mV e o pico de reducéo de 6xido metélico € de magnitude aumentada
em relacéo ao Pd/C.

Conforme relatado pela literatura [76], 5,0% de Bi no catalisador é suficiente para
promover melhor desempenho na ROE, e aumentar esse percentual pode ser prejudicial a essa
atividade. A Figura 11 (linha verde e Figura 12C) apresenta 0 comportamento eletroquimico do

PdsoBiso/C, nas condigdes descritas anteriormente, e é possivel notar uma mudanca significativa
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de comportamento quando comparado aos demais materiais. Os picos anodicos de 6xidos
metalicos apresentaram uma resolucdo aumentada, sugerindo uma forte interacdo superficie-
oxigénio e sugerindo que o processo catalitico possa ser comprometido por envenenamento
intenso. Portanto, considerando esses dados e a literatura, a proporcdo de Bi em materiais
ternarios foi fixada em 5,0%.

Dois eletrocatalisadores ternarios foram sintetizados e investigados para avaliar a
resposta proporcional de Pd para Ag: PdsoAgisBios/C e PdsoAgssBios/C. Na primeira, buscou-
se a l6gica de manter uma maior proporcao de Pd para avaliar se esta seria responsavel por uma
melhor catalise, juntamente com um efeito sinérgico entre todos 0s metais. A presenca de
pequenas quantidades de Ag e Bi foi suficiente para causar a uma modesta regido de adsor¢ao
de hidrogénio em potenciais menores que —500 mV, como pode ser visto na Figura 11 (linha
dourada e Figura 12D), ja divergindo do comportamento de PdsoBiso/C. O voltamograma
também apresenta um Unico pico anddico, de formacdo de oxido, proximo em 26 mV; o pico
de reducdo destes é apenas maior em magnitude que Pd/C. No entanto, ao substituir 5,0% de
Ag por Bi em PdsgAgso/C, surgem mudancas consideraveis (Figura 11, linha azul e Figura 12E):
0 primeiro pico anddico (60 mV) apresentou uma melhor resolugdo, enquanto o segundo se
deslocou para potenciais mais negativos (de 370 para 305 mV); e o pico catddico desses
processos teve a maior magnitude de corrente entre todos, quase dobrando os de PdsoAgso/C e
PdsoBiso/C. Essas caracteristicas podem implicar uma superficie altamente ativa se 0 material

provar ser resistente ao envenenamento.
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Figura 12. Voltamogramas ciclicos obtidos com GCE modificado com (A) Pd/C (preto), (B)
PdsoAgso/C (vermelho), (C) PdsoBiso/C (verde), (D) PdsoAgisBios/C (dourado) ou (E)
PdsoAgasBios/C (azul), em presenca de KOH 1,0 mol L% v=50 mV s!

4.2.2. Andlises de Estabilidade dos Eletrocatalisadores

Para um catalisador ser eficiente numa célula & combustivel, além de acelerar o

processo de oxidagdo da espécie de interesse, ele deve realizar tal atividade por longos periodos.

Portanto, faz-se necessario o teste de estabilidade da corrente gerada, realizado neste trabalho

por cronoamperometria. Um potencial de —0,20 V foi aplicado em todos os materiais durante

30 minutos. A Figura 13 traz os cronoamperogramas obtidos. A Tabela 4 apresenta os dados

significativos, onde pode-se perceber que existe uma consideravel queda de corrente apos 0s
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primeiros 200 s, associada a contribuicdo do carregamento da dupla camada, além da ROE.
Para tal carregamento, associa-se 0 distanciamento entre as camadas ao material carbonéceo,
por estar em maior exposicao na interface. Logo, como a porcentagem deste material € a mesma
para todos os catalisadores, pode-se associar a diferenca do valor de corrente ao final do
experimento a eficiéncia do compdsito para com a ROE [235]. Tal valor de corrente decresce
na seguinte ordem: PdsoAgasBios/C, PdsoAgso/C, PdgoAgisBios/C, Pd/C e PdsoBiso/C, indicando
que o PdsoAgasBios/C é 0 material mais ativo para este processo catalitico dentre os estudados.
Para este composito, também sdo notéveis duas outras propriedades em relacdo aos demais: (i)
0 decaimento de corrente ao longo do tempo, onde o material apresenta um decaimento 6,0%
menor em relacdo ao Pd/C, apresentando-se como mais estavel dentre todos; e (ii) a mais
elevada geracdo de carga total, calculada pela integral dos cronoamperogramas, sendo esta 16
vezes maior que a do Pd/C. Todos estes dados indicam uma maior eficiéncia deste material para

a ROE, em relagéo aos demais.
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Figura 13. Cronoamperogramas obtidos com GCE modificado com Pd/C (preto), PdsoAgso/C
(vermelho), PdsoBiso/C (verde), PdsoAgisBios/C (dourado) e PdsopAgasBios/C (azul), em
presenca equimolar de EtOH/KOH 1,0 mol L-%; E = -0,20 V, tempo = 1800 s
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Tabela 4. Dados extraidos da analise de estabilidade

Corrente ao final do

Eletrocatalisador Carga (C mg™)
experimento (MA mg)
Pd/C 34,8 12,6
PdsoAgsoe/C 82,2 24.6
PdsoBiso/C 25,8 10,0
PdgoAg15Bios/C 64,3 21,3
PdsoAgasBios/C 549 208

Para avaliar a eficiéncia da liga metalica em sua aplicacdo como um sensor
eletroquimico, faz-se necessario entender seu comportamento quanto a estabilidade na
superficie do dispositivo, uma vez que, sob constante excitacdo e em meio rico em oxigénio,
pode-se esperar a formacdo de Oxidos metalicos na superficie do dispositivo [236, 237].
Todavia, se tal fase se mostrar de complexa natureza, com constantes variacdes de composicéo,
o dispositivo pode ndo funcionar como um sensor eletroquimico, por conta de sua janela 6tima
de trabalho ser prejudicada pela instabilidade. Para tanto, 0 PdsoAgasBios/C/GCE foi submetido
a 100 voltametrias ciclicas sucessivas em PB 0,1 mol L™ (pH 6,1), com v de 100 mV s, para
a observacdo da variacdo de seu perfil eletroguimico.

A Figura 14A apresenta os voltamogramas obtidos para a 12 10? 25?2 502 e 100?
varredura. Nota-se a presenca de quatro principais picos associados a presenca dos metais neste
perfil, além da regido de adsorcdo e dessorcdo de hidrogénio. Os picos I e Il se referem a
formacao de dxidos metalicos na superficie do dispositivo. Embora em sistema similares Ag.O
e PdO comumente sejam formados em regides proximas a 500 mV [235, 238] e 800 mV [236,
237], respectivamente, a presenca de Bi»-O3 pode inferir no mascaramento destes picos, uma
vez que 0 mesmo é formado na regido intermediaria aos dois [76, 239], de modo que seja mais
apropriado tratar este perfil como pertencente a liga como um todo. O pico Il pode se referir a
presenca de nitrogénio e oxigénio proveniente da absorcdo do ar, uma vez que 0 meio
trabalhado ndo foi tratado para ser inerte. Este pico ndo é comumente discutido em literatura.
Ja o pico IV se remete a completa dissociacdo dos 6xidos formados em | e 11 [76, 235-239]. A
Figura 14B apresenta os valores de mddulo de corrente para as analises anteriores dos quatro
sinais discutidos. Dentre estes, apenas o pico Il apresenta uma distor¢do no perfil e um desvio
préximo a 10% (n = 100, 5,24% para |, 1,15% para 11, 9,73% para Il e 2,88% para V). Apesar

de existir uma alteracdo da corrente durante as 100 varreduras, estes dados sugerem que essa
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alteracdo é insignificante para as analises propostas. Para manter um padrdo de perfil, esta

analise foi repetida antes de todas as analises eletroquimicas.
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Figura 14. (A) Voltamogramas ciclicos obtidos por PdsoAgasBios/C/GCE em meio de PB 0,1

mol L (pH 6,1); v =100 mV s!; (B) Dispersdo de pontos da relagdo |i| vs. varredura
4.2.3. Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica

Uma importante andlise quanto ao desempenho eletroquimico do sistema é a EIE,
uma vez que ela fornece informagdes que auxiliam na modelagem do dispositivo e diferentes
processos que podem ocorrer em sua superficie, caracteristica essa interessante tanto para sua
aplicacdo em células a combustivel, quanto para o sensoriamento de diferentes espécies. Para a
realizacdo deste estudo, o potencial aplicado (—472 mV) foi selecionado, por representar, em
PB 0,1 mol L (pH 6,1), uma regido do voltamograma préxima ao inicio da adsorcdo de
hidrogénio para todos os eletrocatalisadores. A técnica necessita de uma faixa de potencial em
que exista transferéncia eletronica, e, portanto, estima-se que o potencial mais adequado seja o
que apresenta maior geracdo de corrente por unidade de energia. No entanto, o catalisador
PdsoBiso/C apresenta uma resposta consideravelmente inferior aos demais, limitando o
potencial a ser aplicado, em prol de uma comparagao entre todos os materiais, como pode ser
visto na Figura 15. A Figura 16A e B apresentam, respectivamente, os diagramas de Nyquist e
0 circuito equivalente para os materiais, sendo este uma modificagéo do circuito de Randles
para adicionar os efeitos da difusdo no sistema. A Tabela 5 inclui todos os dados de interesse
para o circuito de cada eletrocatalisador: resisténcia da solucéo (Rs), resisténcia de transferéncia

de carga (Rct) e os parametros para o elemento de fase constante (CPE, Yo e N) e o elemento
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de Warburg para terminal de circuito aberto, T (Yo e B), sendo Yo 0 pardmetro com informagoes

do coeficiente de difusdo, calculado pela Eq. 03:

bangular

Y, = Eq. 03

Alinear

em que a e b sdo o coeficiente linear e angular da regido do diagrama de Nyquist que apresenta
angulo de 45 °; N sendo o valor exponencial da definicdo matematica do CPE, sendo 1,0 para
superficies completamente lisas e diminuindo conforme o aumento da rugosidade; e B sendo

definido como a raiz quadrada do tempo da difusdo, obtido pela Eq. 04:

B =+vV2nRC Eq. 04

de modo que R e C correspondam aos valores do circuito [RC] da regido inteiramente capacitiva
do diagrama de Nyquist (baixas frequéncias). O elemento T (terminal de circuito aberto) surge
devido a caracteristica absor¢do de &tomos de H pela superficie do Pd ao longo do tempo [237,
240] até a regido limite (superficie do GCE), causando distorcao da regido de difusdo, de modo
que o elemento de Warburg convencional ndo compreenda mais tal sistema. Como ja discutido,
este comportamento é esperado e melhor visualizado para o Pd/C. Portanto, também é uma
vantagem para 0s outros materiais o impedimento deste mecanismo, que pode vir a causar
deficiéncias na superficie do material depois de longos periodos de atividade. Os diagramas de
Bode, para todos os materiais, estdo presentes nas Figura 17A e B.

Como esperado, os perfis denotam uma menor transferéncia de carga para o Pd/C,
uma vez que o plano (111) é conhecidamente eficiente para tal processo e a auséncia de outros
metais na composicdo pode facilitar a estruturacdo. Destaca-se que os materiais PdspAgso/C e
PdsoAgasBios/C apresentam relativas proximas resisténcias de transferéncia de carga entre si
(771 e 1035 Q, respectivamente) indicando que esta alteracdo na estrutura tem um impacto de
~300 Q, sugerindo efeitos provocados pelo maior raio atdbmico do Bi, como deslocamentos do
plano de catalise, uma vez que a Ag possui um raio atdbmico préximo ao do Pd.

Pelos diagramas de fase e médulo da impedancia, nota-se que o perfil de todos os
materiais é definido tanto pela sua resisténcia, quanto pela capacitancia, tendo os picos de fase
e adiferenca de inclinacdo dos médulos nas regides de menor frequéncia. Além disto, os valores
maximos de fase se encontram menores que 7/2°, indicando, também, que a impedancia do
processo sofre mais intensa influéncia da resisténcia de cada material do que de sua

capacitancia. A Rs é crescente de acordo com a ordem PdsoAgso/C < PdsoAgasBios/C = Pd/C <
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PdsoAg15Bios/C < PdsoBiso/C, implicando que o0 material ternério PdsoAgasBios/C possivelmente

apresenta os mesmos efeitos de transferéncia de carga que o Pd/C, apesar de sua composicao.
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Figura 15. Voltamogramas ciclicos obtidos por Pd/C/GCE (preto), PdsoAgso/C/GCE
(vermelho), PdsoBiso/ C/GCE (verde), PdsoAgisBios/C/GCE (dourado) e PdsogAgasBios/C/GCE
(azul), em PB 0,1 mol L™ (pH 6,1); v =100 mV s*



51

sk B
6 2
gc 7| o PdiC
4L —— Regressdo (Pd/C)
N > PdAg,/C
— Regresséo (Pd, Ag,,/C)
O PdBi/C
2 —— Regresséo (Pd,,Bi,,/C)
PdanAngics‘rc
Regress&o (Pd,.Ag,,Bi,,/C)
0 O Pd,Ag,Bi,/C
\ . , Regresséo (Pd, Ag,.Bi./C)
0 2 4 6 8

Z' (kQ)
Figura 16. (A) Diagramas de Nyquist para Pd/C/GCE (preto), PdsoAgso/C/GCE (vermelho),
PdsoBiso/C/GCE (verde), PdgoAgisBios/C/GCE (dourado) e PdsoAgasBios/C/GCE (azul), em
PB 0,1 mol L (pH 6,1); E = -472 mV. (B) Circuito equivalente [R([RT]Q)]
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Figura 17. Diagramas de Bode para Pd/C/GCE (preto), PdsoAgso/C/IGCE (vermelho),
PdsoBiso/C/GCE (verde), PdgoAgisBios/C/GCE (dourado) e PdsoAgasBios/C/GCE (azul), em
PB 0,1 mol L (pH 6,1), , de 10° a 10~ Hz, onda tipo senoidal; amplitude = 10 mV. (A)
Correlagdo do deslocamento de fase da impedéncia e a frequéncia; E = —472 mV. (B)

Correlagdo do modulo da impedéncia e a frequéncia; E = —-472 mV



Tabela 5. Dados do circuito equivalente [R([RT]Q)]

Material Rs(QQ) Rer (QQ) CPE T
Yo=1,01mSsN Yo=9,92mS Vs
Pd/C 228 4068
N = 0,733 B=0,482 s
Yo=166mSs" Yo=1,85mS Vs
PdsoAgsoe/C 214 771,0
N = 0,884 B=2373"s
_ Yo=390mSs" Yo=1,64mS s
PdsoBiso/C 261 9092
N = 0,909 B =0,929 Vs
_ Yo=215mSsN  Yo=1,19mS Vs
PdgoAgisBios/C 246 1469
N = 0,889 B=2328"s
_ Yo=358mSsN  Yo=1,68mS s
PdsoAgasBios/C 231 1035
N = 0,891 B=441\s

43. APLICACAO DOS ELETRODOS

OXIDACAO DE ETANOL
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MODIFICADOS PARA CATALISE DA

Para iniciar o entendimento do funcionamento dos catalisadores, as meia-células

foram aplicadas no estudo de perfil catalitico de EtOH. A oxidacdo do EtOH em meio alcalino

pode ser conseguida através de diferentes vias concomitantes. Nesse contexto, a adsor¢ao

envolve diferentes espécies sobre a superficie do Pd, levando principalmente a trés produtos
principais: acetato (Eq. 05 a 09), acetaldeido (Eq. 10 a 12) e diéxido de carbono (Eq. 15). E

importante destacar que a rota do acetaldeido também é responsavel pela formacgéo dos ions

acetato, conforme apresentado na Eq. 13 e 14. A quebra de C—C para produzir CO2 nesta ultima

via ainda ndo € bem compreendida na literatura. No entanto, a via é reconhecida como

responsavel pelo envenenamento do catalisador, devido a reac@es entre as espécies adsorvidas

de CO e OH levando a carbonatos fortemente ligados sobre a superficie do metal [241-243].

Rota de producéo de acetato:
CH3CH20Hso1 — CH3CH20Hads
OH_aq — OHags + €

CH3CH20Hads+ 3 OHads—> CH3COads +3 HZO +3e

CH3COads + OHads — CH3COOH

CH3COOH aq + OH- aq — CHs3COO- aq t+ HZO

Eq. 05
Eq. 06
Eq. 07
Eq. 08
Eq. 09



53

Rota de producéo de acetaldeido e acetato:

2 OH ag — 2 OHags + 2 & Eqg. 10
CHsCH2OHsol + OHads — CH3CH.0" + H20 Eq. 11
CHsCH20"sg + OHags — CH3CHOaq + H20 Eq. 12
CHsCHOaq + 2 OH aq — CH3COOHaq + Ho0 + 2 & Eqg. 13
CHsCOOHaq + OH zg — CH3COO™aq + H20 Eq. 14

Rota de producéo de didxido de carbono:
COads + 2 OHags + 3 OHaqg — CO2aq + H20 + e~ Eq. 15

Para tanto, 1,0 mol L-! de EtOH foi adicionado aos sistemas descritos na se¢io 4.2.1.
Voltamogramas ciclicos foram obtidos na mesma janela de trabalho, também em 50 mV s~1. A
Figura 18 apresenta todos os voltamogramas ciclicos obtidos, e, como antes, cada caso sera

discutido individualmente.
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Figura 18. Voltamogramas ciclicos obtidos com GCE modificado com Pd/C/GCE (preto),
PdsoAgso/C/GCE  (vermelho), PdsoBiso/C/GCE (verde), PdsoAgisBios/C/GCE (dourado) e
PdsoAgasBios/C/GCE (azul) em presenca equimolar de EtOH/KOH 1,0 mol L v=50 mV s!

Assim como antes, o perfil apresentado pelo Pd/C funciona como um padrdo para

avaliacdo do desempenho dos materiais. As Figura 18 (linha preta) e Figura 19A mostram esse



54

perfil, onde é possivel observar o pico de oxidagdo do EtOH em 103 mV, de 135 mA mg?,
com potencial de inicio de reagdo (Eir) igual a =391 mV, obtido pela abcissa do ponto de
interpolacéo de tangentes entre regides ndo faradaicas e faradaicas. Observa-se também que na
direcdo reversa (catddica), ha um processo anodico relacionado a dessorcdo de espécies
produzidas pela adsorcéo de EtOH na superficie do material.

O perfil para 0 PdsoAgso/C (Figura 18, linha vermelha e Figura 19B) obtido
demonstra que a adicdo de Ag, nestas proporc¢des, de fato atribui um consideravel incremento
para o desempenho do catalisador. Observa-se um pico de oxidacdo em 131 mV, de corrente
de pico igual a 340 mA mg, assim como um Er de —411 mV. Deste modo, ambos o0s
potenciais discutidos sofreram desvio para potenciais opostos, de modo que o processo teve
inicio antecipado e pico mais tardio, ambos indicadores de que o processo foi catalisado. Para
a etapa catodica, o desprendimento gerou um pico anddico de magnitude préxima a do processo
anodico, tendo um ganho de corrente de 1,5 vezes e uma diferenca de 29% de corrente entre
estes processos.

Como discutido anteriormente, a quantidade de &tomos de Bi no catalisador poderia
implicar numa imparidade na catalise, e, como as Figura 18, (linha verde) e Figura 19C
mostram, o PdsoBiso/C ndo € um material adequado para esta aplicacdo. O pico de oxidacéo se
apresenta em 185 mV, com uma magnitude de 226 mA mg— e um Er de —225 mV. Ja na
varredura catddica, o material ndo apresenta o perfil de dessorcao, tendo-se um pico catodico
em —347 mV, que pode indicar um severo envenenamento do dispositivo [244]. Embora exista
um ganho de corrente de 67% na catalise, estes outros fatores inviabilizam o uso desta
proporcéo de metais no eletrocatalisador.

As Figura 18 (linha dourada) e Figura 19D apresentam o perfil obtido para o primeiro
catalisador ternario, PdsoAgisBios/C, onde vemos um pico anodico em 68 mV, com corrente
igual a 206 mA mg~! e Eop de —403 mV. O processo anddico em varredura catodica demonstra
um pico em que ndo houve perdas significativas de intensidade, indicando baixa tendéncia ao
envenenamento. Assim como PdsoAgso/C, este apresenta um valor de Eir deslocado levemente
para potenciais mais negativos, alem de apresentar um ganho de corrente de 52%. Embora o
potencial de pico tenha deslocado para potenciais mais negativos, este material apresenta
interessantes resultados, tendo sua eficiéncia inferior apenas ao PdsoAgso/C.

O segundo catalisador ternario, PdsoAgasBios/C, tem seu perfil presente nas Figura
18 e Figura 19E. Nela, observa-se que o material proporcionou um potencial de pico em 219

mV, com magnitude equivalente a 1669 mA mg— e Eop, de —486 mV. O pico proveniente da
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varredura catodica demonstra uma perda de 3,5 vezes em corrente. No entanto, 0 ganho em
corrente gerada para a oxidacdo do EtOH supera 0s outros materiais, sendo equivalente a 12,4
vezes maior que o gerado por Pd/C. Além disso, ambos os potenciais descritos acima indicam
deslocamentos contrérios, também prenunciando um processo catalisado em relagdo ao Pd/C.

Deste modo, atribui-se a este material uma promissora aplicagéo para ADEFCs.
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Figura 19. Voltamogramas ciclicos obtidos com GCE modificado com (A) Pd/C (preto), (B)
PdsoAgso/C (vermelho), (C) PdsoBiso/C (verde), (D) PdsoAgisBios/C (dourado) ou (E)
PdsoAgasBios/C (azul), em presenca equimolar de EtOH/KOH 1,0 mol LY v=50 mV s!

Para melhor avaliar a aplicabilidade dos materiais estudados, foram realizados

experimentos com ADEFCs, avaliando a poténcia e densidade de corrente obtidas em condicdes
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mais proximas das reais. A esse respeito, a Figura 20 mostra as curvas de polarizacdo, em
diferentes temperaturas (50, 60, 70 e 80 °C) para a oxidacao eletroquimica de EtOH por Pd/C,
na presenca de EtOH a 2,0 mol L™, em KOH 1,0 mol L. Esta etapa é essencial para garantir
a fornecimento ideal do sistema em termos de energia. Como pode ser observado, a temperatura
de 70 °C foi a mais eficiente, apresentando a melhor cinética de reacdo. Por esta razdo, esta

temperatura foi selecionada para os experimentos de todos os eletrocatalisadores deste estudo.

Voltagem da celula
Densidade de poténcia (mW cm?)

"0 10 20 30 40 50 60 70

Densidade de corrente (mA cm’z)

Figura 20. Curvas de polarizacdo: potencial e densidade de poténcia vs densidade de corrente,
de uma ADEFC de 5,0 cm?, operando a 50, 60, 70 e 80 °C, utilizando eletrocatalisadores
anodicos Pd/C, e eletrocatalisador catédico Pt/C (Basf). Foram utilizadas cargas de: (1,0 mgeqd
cm~2, em massa de metal no anodo e 1,0 mge: cm~2 (comercial), em massa de metal no catodo)
com membrana Nafion® 117, fluxo de 1,0 mL min~t do combustivel (EtOH 2,0 mol Lt em

KOH 1,0 mol L), vazdo massica de 150 mL min~* de O

As curvas de polarizagdo obtidas em uma ADEFC de 5,0 cm?, operando a 70 °C,
utilizando os eletrocatalisadores anddicos Pd/C, PdsoAgso/C, PdsoBiso/C, PdsoAgisBios/C e
PdsoAgasBios/C sdo apresentadas na Figura 21A e B. Entre estes, os eletrocatalisadores
PdsoAgso/C, PdsoAgasBios/C e PdsoAgisBios/C mostraram valores de potencial de circuito aberto
(OCP) iguais a ~1250, 1161 e 1097 mV, respectivamente. Todos superiores, em comparacao,
ao eletrocatalisador Pd/C (997 mV). O valor do OCP do eletrocatalisador PdsoBiso/C foi de 972
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mV (Figura 21A). O PdsoAgso/C apresentou um valor de densidade de poténcia maxima para a
ROE de 25,65 mW cm=2 a 34,67 mA cm™ e superior em comparagdo com 0S outros
eletrocatalisadores: Pd/C e PdspAgssBios/C demonstraram eficiéncia aproximada (19,97 mW
cm—2= 19,70 mW cm2, a 35,53 mA cm~2 e 30,59 mA cm2, respectivamente); A densidade de
poténcia maxima de PdsoBiso/C € igual a 16,66 mW cm=2 em 30,05 mA cm=2 e de

PdsoAgisBios/C corresponde a 17,75 mW cm~2em 27,21 mA cm~2, como visto na Figura 21B.
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Figura 21. Curvas de polarizacdo: (A) potencial vs. densidade de corrente,
(B) densidade de poténcia vs. densidade de corrente, de uma DEFC de 5,0 cm?, operando a 70
°C, utilizando eletrocatalisadores anddicos Pd/C, PdsoAgso/C, PdsoBiso/C, PdsoAgasBios/C e
PdsoAgisBios/C, e eletrocatalisador catddico Pt/C (Basf). Foram utilizadas cargas de: (1,0 mged
cm~2, em massa de metal no anodo e 1,0 mge: cm=2 (comercial), em massa de metal no catodo)
com membrana Nafion® 117, fluxo de 1,0 mL min~ do combustivel (EtOH 2,0 mol L~ em

KOH 1,0 mol L), vazdo massica de 150 mL min-! de O

Como ja discutido, esses experimentos corroboraram que a adicdo de 50% de
contetdo de Ag no eletrocatalisador Pd/C promoveu a atividade eletrocatalitica para a oxidagéo
eletroquimica de EtOH em meio alcalino, com o PdsgAgso/C apresentando uma densidade de
poténcia maxima de 25,65 mW cm~2 em meio alcalino. Este valor é superior em comparagio
aos demais eletrocatalisadores sintetizados. Como também explorado, espera-se que a adigédo
de Ag aumente a catélise possivelmente devido a uma combinacdo de area ativa e a presenca
de espécies oxigenadas. Isto se deve a um efeito sinérgico da presenca de dxidos superficiais e
alteracdes estruturais causadas pela dissolugéo de Ag; enquanto a incluséo de Bi sobre a

estrutura de Pd, quando em maiores concentracdes, pode cobrir sitios ativos na superficie
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principal do metal, evitando a oxidacdo do EtOH. Esses efeitos estdo de acordo com os dados
observados por cronoamperometria para ambos os catalisadores bimetalicos.

Para os eletrocatalisadores ternarios, a menor densidade de poténcia maxima do
PdgoAg15Bios/C demonstra que a remocéo desses 20% de Pd, sem a adi¢cdo de uma contraparte
eficiente, prejudica severamente a eficiéncia do catalisador em condi¢des mais realistas. No
entanto, os dados obtidos de PdsopAgasBios/C também sugerem que a substituicdo de 5% de Ag
por Bi, em PdsoAgso/C, apresentou um material com comportamento proximo ao do Pd/C puro.
Mesmo que a 70 °C este eletrocatalisador ternario ndo mantenha seu alto desempenho de semi-
célula, o experimento levanta a questdo do custo-beneficio dos eletrocatalisadores. Para
produzir 100 mg de Pd/C, deve-se aplicar em sua sintese US$ 7,62 em sais metalicos
precursores (Nitrato de Pd(Il) dihidratado, Sigma Aldrich, preco obtido em 07/07/2022). Ao
dividir a densidade de poténcia maxima deste eletrocatalisador pelo seu custo metalico,
obtemos o valor de 2,62 mW cm-2 US$-L. Submetendo o PdsoAgasBios/C & mesma analise, este
eletrocatalisador nos da um valor de 5,09 mW cm~2 US$%, uma densidade de poténcia maxima
1,94 vezes maior por dolar investido na producdo do material, para a ROE em meio alcalino.
Portanto, todas essas analises endossam que o eletrocatalisador ternario PdsoAgasBios/C pode

ser uma alternativa aos eletrocatalisadores de Pd puro.
4.4, DETECCAO DE DOPAMINA

Devido a eficiéncia demonstrada na catélise de EtOH, o catalisador PdsoAgasBios/C
foi selecionado como o modificador para o sensor eletroquimico. Num primeiro momento, faz-
se necessario o conhecimento do perfil eletroquimico do dispositivo em presenca do analito
desejado. Para tanto, o eletrodo modificado foi aplicado para a deteccdo de dopamina com a
técnica de VC, em solugdo de PB 0,1 mol L1, em presenca de 10 pmol L~ do neurotransmissor,
numa v de 100 mV s, conforme apresenta a Figura 22. O neurotransmissor foi selecionado
como analito e prova de conceito pela sua relagéo direta com a tese, aléem de sua gama de dados
encontrados na literatura e facil aquisicdo pelo laboratério. Como pode ser observado, a
presenca desta molécula acarreta em trés principais efeitos: (I) 0 aumento da corrente na regido
de adsorcdo de hidrogénio, que pode estar relacionada a liberagdo de prétons pelas reacfes
relacionadas a dopamina; (1) a presenca de um pico anodico em 122 mV, referente a oxidagéo
direta da dopamina em suas hidroxilas; (111) a diminuicdo da magnitude dos picos de formacao

dos 6xidos metalicos, em especial, para o pico associado a formagédo de Ag20.
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Figura 22. Voltamogramas ciclicos obtidos por PdsoAgssBios/C/GCE em auséncia (preto) e

presenca (azul) de dopamina 10 pmol L%, em PB 0,1 mol L™ (pH 6,1); v = 100 mV s

4.4.1. Otimizacgao dos Parametros de Voltametria de Onda Quadrada

Tendo-se obtido éxito na deteccdo de uma reacdo faradaica para com o analito, deve-
se escolher qual a técnica mais adequada para a utilizacdo do sistema como um sensor
eletroquimico. Deste modo, a VOQ foi selecionada por sua alta sensibilidade e favorecimento
na obtencdo de dados de processos redox reversiveis e quasi-reversiveis. De forma a se obter
dados com melhor resolucéo, faz-se necessaria a avaliacdo dos parametros da técnica: f, a e s.
Portanto, os dados dos experimentos de triagem descritos na se¢do 3.4. sdo apresentados na
Tabela 6, bem como os efeitos calculados dentre os parametros (f=vl,a=v2es=v3)ea

resposta obtida.
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Tabela 6. Resultado dos efeitos calculados nos planejamentos 23

Yariéveis e Efeitos Limites inferior
interacoes e superior
vl —71,34 —-66,02 —76,65
v2 28,91 34,22 23,59
v3 7,97 13,29 2,66
vlv2 —22,07 -16,75 -27,38
v1lv3 -10,32 -5,01 -15,63
v2v3 6,51 11,82 1,19
v1lv2v3 -8,71 -3,40 -14,02

Analisando a tabela, é possivel notar que os efeitos proporcionados pela variavel v3 (s)
sdo consideravelmente menos significativos que as demais, mesmo que em seu intervalo de
confianca essa nao ultrapasse valor nulo, a mesma permeia os ~1,0% de influéncia na soma dos
efeitos ao quadrado (soma dos efeitos ao quadrado de cada variavel ou interagdo: v1 = 76,0%,
v2 = 12,5%, v3 = 0,95%, v1v2 = 7,27%, v1v3 = 1,59%, v2v3 = 0,63% e viv2v3 = 1,13%).
Portanto, o valor 6timo para s foi definido como 5,0 mV, sendo este o valor presente quando se
obteve maior magnitude de corrente de pico durante os experimentos, como pode ser conferido
na Figura 23.
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Figura 23. Voltamogramas de onda quadrada obtidos por PdspAgssBios/C/GCE em presenga de
dopamina 1,0x10~> mol L, em meio de PB 0,1 mol L (pH 6,1) em diferentes pardmetros

experimentais

Deste modo, os dois parametros restantes foram submetidos a analises de arranjo de
composto central. A partir das respostas da Tabela 2 foi possivel a geracdo dos graficos de
resposta de superficie e curva de nivel para a e 0 comportamento da corrente de pico na relacdo

avs. f, em presenca de dopamina (Figura 24).
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Figura 24. (A) Superficie de resposta e (B) curva de nivel obtida para a otimizacdo dos
parametros a e f como uma funcgéo da corrente de pico para PdsoAgasBios/C/GCE em presenca

de 10 pmol L-! de dopamina. A estrela indica os parametros selecionados como 6timo
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Com a analise destes dados, pode-se determinar a regido de sobreposicéo onde se é
possivel esperar uma maior sensibilidade para a determinacdo de dopamina, e, portanto, 0s

parametros definidos como 6timos sdo s =5,0 mV, a=100 mV e f = 6,0 Hz.
4.4.2. Comportamento do Sistema e Curva Analitica

A partir da obtencéo dos parametros 6timos, definiu-se o pH do eletrélito como 6,1,
correspondente a literatura [245, 246] e pbde-se investigar o comportamento do dispositivo. O
experimento foi realizado com a faixa de concentracbes de dopamina, variando de 0,1 a 40
umol L1, cujos dados estéo presentes nas Figura 25, Figura 27 e Figura 28.

Analisando o perfil obtido, presente integralmente na Figura 25, pode-se perceber
que o pico anddico correspondente a formacdo dos oxidos metélicos (487 mV) sofre uma
diminuicdo de magnitude conforme o aumento da concentracdo de dopamina, antes mesmo do
sinal eletroquimico da oxidacdo da molécula (262 mV) ser visivel. A Figura 26A apresenta 0
mecanismo de oxidagao direta da dopamina, envolvendo 2 prétons e 2 elétrons. A literatura tras
diversos trabalhos que exploram a formacdo de complexos estaveis de varios metais com o
grupo catecol [247-249]. Portanto, a Figura 26B apresenta uma sugestdo de mecanismo
envolvendo a superficie do dispositivo e a molécula da dopamina. Este comportamento se
mantém linear até que o pico da oxidacdo direta do analito se torna visivel, como mostra a
Figura 25B. Tal evento ocorre pela facilidade de coordenagdo dos oxigénios presentes no grupo
catecol com a superficie metélica, podendo ser ambos diretamente ligados a um Unico atomo
ou uma ligacdo 1:1 (O:M). Este mecanismo ocorre em temperaturas préximas a ambiente, ndo
desestabiliza a ressonancia da molécula e é apresentado especialmente com a Ag [250-252] e
Pd [253]. A literatura sugere [247] que este complexo pode ser formado com Bi, mas trabalhos
envolvendo este elemento ndo foram encontrados. Como sua porcentagem neste material é
consideravelmente mais baixa que a dos demais metais, estima-se que esta ligacdo ndo seja

prioritariamente efetivada.
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Figura 25. (A) Voltamogramas de onda quadrada obtidos por PdsoAgasBios/C/GCE em presenca
de diferentes concentracdes de dopamina, em meio de PB 0,1 mol L-* (pH 6,1); s =5,0 mV; a
=100 mV, f = 6,0 Hz; (B) Disperséo de pontos da relacéo (m) ipir. VS. Cpopamina € (®) icoord. VS.
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Figura 26. (A) Reacdo de oxidacdo direta de dopamina. (B) Representacdo de possiveis
estruturas de coordenacfes ( ) do grupo catecol com a superficie metalica. Fonte:

Elaboracéo propria

Com delimitacg&o das regides lineares, duas curvas analiticas sdo apresentadas, sendo
cada uma para cada mecanismo. Observa-se na Figura 27 a faixa linear para a curva de
calibragdo para o pico de oxidagdo direta de dopamina, adequada entre 4,0 e 40 pmol L2,

correspondendo a equacéo linear ipir. (WA) = 3,00 X Cpopamina (umol L) — 9,85; com r? = 0,999.
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Figura 27. (A) Voltamogramas de onda quadrada obtidos por PdsoAgasBios/C/GCE em presenca
de diferentes concentracdes de dopamina, em meio de PB 0,1 mol L™ (pH 6,1); s =5,0 mV; a

=100 mV, f = 6,0 Hz; (B) Dispersdo de pontos da rela¢do ipir VS. Cpopamina

A relacdo entre o sinal dos metais para com a coordenacdo de dopamina pode ser
observada com mais detalhes na Figura 28. Nota-se também um decaimento linear de pico entre
0,2 e 1,0 umol L, correspondente a equagéo linear icoord. (UA) = —2,25 X Cpopamina (umol L)
+6,68; com r? = 0,990.
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Figura 28. (A) Voltamogramas de onda quadrada obtidos por PdsoAgasBios/C/GCE em presenca
de diferentes concentragdes de dopamina, em meio de PB 0,1 mol L (pH 6,1); s =5,0 mV; a
=100 mV, f = 6,0 Hz; (B) Dispersao de pontos da relacdo (m) ipir. VS. Cbopamina € (®) icoord. VS.

CDopamina

4.4.2.1.ADICAO E RECUPERACAO EM AMOSTRAS

Em virtude de se avaliar o dispositivo em amostras mais complexas que as estudadas
até entdo, amostras de urina sintética foram sintetizadas com a adicdo de dopamina em
concentracdes conhecidas. Os testes foram realizados conforme as condic¢des experimentais da
curva analitica e a Tabela 7 apresenta os dados obtidos, que variam de 92,0 a 114% para a
relacdo do pico da oxidacdo direta de dopamina e de 92,6 a 110% para o pico dos 6xidos

metalicos.
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Tabela 7. Determinacdo de dopamina em amostras de urina sintética pelo pico de oxidacéao

direta de dopamina e o pico dos 6xidos metalicos

Sinal da oxidagéo direta de dopamina

Amostra  Adicionado (umol L')  Encontrado (umol L')  Recuperado (%)

A 4,00 4,46 (+ 0,1656) 114 (+ 4,141)
B 8,00 8,17 (+ 0,2612) 102 (¢ 3,265)
C 20,0 18,4 (+ 0,4280) 92,0 (+ 2,140)

Sinal dos 6xidos metélicos

Amostra  Adicionado (umol LY)  Encontrado (umol L)  Recuperado (%0)

A 0,300 0,329 (£ 0,02232) 110 (% 7,440)
B 1,00 0,926 (+ 0,03364) 92,6 (+ 3,364)
C 0,700 0,757 (£ 0,04427) 109 (¢ 6,324)

O desempenho de PdsoAgasBios/C/GCE para a determinacdo de dopamina foi
comparado a trabalhos similares na literatura, como apresentado na Tabela 8. Pode ser
observado que os trabalhos selecionados se dedicaram a estudar materiais e/ou metodologia
parecidas com as discutidos até entdo. Este trabalho se demonstra uma interessante abordagem
para os fins propostos, uma vez que ambos seus mecanismos de detec¢do estdo em faixas
lineares, LOD e sensibilidade proximas aos outros trabalhos e, portanto, complementares a
literatura. Pode ser observado que o valor de LOD encontrado para a oxidagdo direta da
dopamina é maior que o primeiro ponto identificado no processo de complexacdo. Estes valores
sdo calculados, sendo mais Uteis para critérios de comparacdo entre os valores da literatura em
si do que como limiares de deteccdo do dispositivo em si. Foi experimentalmente comprovado,
inclusive, que ndo se observa alteracdo de corrente na concentracdo identificada

estatisticamente como LOD para este processo.
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Tabela 8. Comparacéo entre este trabalho e outros presentes na literatura para a determinagéo

de dopamina
Faixa linear LOD Sensibilidade
Eletrodo Referéncia
(umol L) (umol L)  (uA L pmol™)
CB/GCE 0,600a11.8 0,052 0,0244 [254]
CuO/MWNTs/Nafion/GCE 1,00 a50,0 0,40 3,09 [255]
Cu20 HMS/CB/GCE 0,0990 a 708 0,040 0,0492 [256]
PtNCs-MWCNTs-
2,00 a 50,0 0,50 9,88 [257]
GNPs/GCE
RGO-CB-CTS/GCE 3,20a32,0 0,20 0,068 [224]
Ni/C/GCE 1,00 a 55,0 0,050 46,7 [258]
Au-GQDs-Nafion/GCE 0,20a 50,0 0,84 0,0604 [259]
) 0,20 a 1,00 0,14 2,25 Este
PdAgBIi/C/GCE
4,00a40,0 0,035 3,00 trabalho

CB/GCE: Eletrodo de carbono vitreo modificado com CB; CuO/MWNTs/Nafion/GCE:
Eletrodo de carbono vitreo modificado com filme de Nafion, nanotubos de carbono de paredes
maltiplas e nanoparticulas de 6xido de cobre; Cu2O HMS/CB/GCE: Eletrodo de carbono
vitreo modificado com microesferas ocas de Oxido de cobre e CB; PtNCs-MWCNTSs-
GNPs/GCE: Eletrodo de carbono vitreo modificado com composito de camadas automontadas
de nanocorrentes de platina, nanotubos de carbono de paredes multiplas e composito
nanoparticulas de grafeno; RGO-CB-CTS/GCE: Eletrodo de carbono vitreo modificado com
compésito de éxido de grafeno reduzido, CB e quitosana; Ni/C/GCE: Eletrodo de carbono
vitreo modificado com composito de CB nanoparticulas de Ni; Au-GQDs-Nafion/GCE:
Eletrodo de carbono vitreo modificado com nanocompdsito de nanoparticulas de Au e pontos

quanticos de grafeno
5. CONCLUSAO

O trabalho descrito neste capitulo busca contribuir para a ideia de producéo de
materiais multifuncionais devido a sua expansiva utilidade, apresentando eletrocatalisadores
ternarios projetados para tal fungéo, que se mostraram materiais promissores para oxidacao de
EtOH e sensoriamento eletroquimico de dopamina. A sintese destes eletrocatalisadores é
relativamente facil e com consideravel eficiéncia. A analise de ROE sugere que o material

PdsoAgasBios/C tem potencial para esta aplicacdo, apresentando uma producéo de corrente e
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carga de, respectivamente, 12,4 e 16,5 vezes maior que a de Pd/C (observada em
cronoamperometria e VC), com uma taxa relativamente baixa de envenenamento, que foi
atribuido aos efeitos bifuncionais e eletrdnicos, devido a presenca de Oxidos observada em
voltametrias e ao deslocamento distinguido nos picos de DRX, indicativos da formacéo da liga.
As andlises em ADEFCs (70 °C) demonstraram que, embora 0 PdspAgasBios/C, ndo possa
competir com o0 PdspAgso/C em densidade de poténcia maxima, seu comportamento foi
semelhante ao do Pd/C, mas com quase metade do custo de material para producéo,
corroborando suas atraentes capacidades. Embora o perfil de formag&o de picos associados aos
metais pareca, a principio, limitar a faixa de potencial de trabalho do dispositivo (por
sobreposicao dos picos), os dados apresentados sugerem uma interacdo linear da superficie com
a dopamina em uma determinada regido. Assim, foi possivel construir duas curvas de
calibracdo: a primeira, relacionada a esse mecanismo, partindo de 0,2 a 1,0 umol L%, resultando
em uma recuperacdo em amostra de urina sintética entre 92,6 e 110%; e o segundo, relacionado
ao pico de oxidacdo da dopamina, abrange a faixa de 4,0 a 40 umol L. O dispositivo
apresentou recuperacoes entre 92,0 e 114% na mesma amostra, para este sequndo mecanismo.
Com esses dados, sugere-se também a praticidade de preparar materiais para duas frentes de

pesquisa diferentes, raramente estudadas em conjunto.
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O passo mais importante que alguém pode dar.
N3o é o primeiro, é? E o proximo. Sempre o

proximo.

Brandon Sanderson, Julgamentadora
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CAPITULO Il

ESTUDO DA ELETRODEPOSICAO DE NANOPARTICULAS DE Pd EM SENSOR E
BIOSSENSOR DE TINTA CONDUTORA PARA DETERMINACAO DE EPINEFRINA E
a-SINUCLEINA

6. MATERIAL E METODOS

Todos os reagentes utilizados no presente trabalho foram adquiridos do grupo Merck
(Sigma Aldrich) e/ou Fluka, em grau analitico. Agua ultrapura (Millipore™ Synergy®), com
resistividade >18,2 MQ cm, foi usada no preparo de todas as solugdes. Para analises
eletroquimicas, solucdes de KCI 0,1 e 0,5 mol L%, PB 0,1 mol L™* de pH 7,4, H2S04 0,5 mol
L-! e solucdo tampéo fosfato salino (PBS) 0,1 mol L, com pH 6,5; foram utilizadas em
diferentes analises como eletrélito suporte. Solugdes a 1,0 mmol L de ferrocenometanol foram
empregadas como sondas eletroquimicas ao longo do trabalho. As Figuras e modelos

tridimensionais foram feitos com o software Blender 4.2.
6.1. EQUIPAMENTOS

As andlises eletroquimicas foram efetuadas por um potenciostato/galvanostato
PGSTAT204 Metrohm (Eco Chemie), gerenciado pelo software Nova 2.1.5, em que o sistema
de trés eletrodos, composto por eletrodos de Ag como pseudo-referéncia, e a tinta desenvolvida,
CB-PVA, como eletrodos auxiliar e de trabalho. Diferentes modificacbes do eletrodo de
trabalho, incorporando nanoparticulas metalicas e biomoléculas, também foram utilizadas. As
analises de EIE foram obtidas com os seguintes parametros experimentais: potencial aplicado
igual ao potencial de meia onda (Ei2) do processo de interesse, calculado a partir de
voltametrias ciclicas (VC) pertinentes; amplitude de 10 mV, ondas senoides ao longo de toda a
analise e com 10 incrementos de frequéncia por década, numa faixa de 1,0 x 10°a 1,0 x 10
Hz. Algumas anélises de EIE tiveram 0s eixos normalizados com o primeiro dado coletado, em
prol de uma melhor visualizagdo de seu comportamento. Um pHmetro 827 (Metrohm) foi usado
para todas as determinagGes de pH. Uma centrifuga assimétrica dupla (SpeedMixer™ Dac
150.1 FVZ-K, FlackTec Inc) foi utilizada para o preparo das tintas condutoras, com 3000 rpm,
durante 1 min. As mascaras em papel adesivo (Colacril), com molde dos eletrodos descartaveis,
foram desenvolvidas pelo software Silhouette Studio e a impressora de corte Silhouette Cameo

3 foi utilizada para impresséo das mesmas. As imagens de MEV foram obtidas por um
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Microscopio Eletronico de Varredura ThermoFisher Scientific Prisma E, em aceleracdo de

voltagem de 10kV e modo de baixo vacuo de 50 Pa.
6.2. PREPARO DOS ELETRODOS DESCARTAVEIS

Os eletrodos descartaveis forem confeccionados com o uso de uma tinta condutora,
em que uma quantidade de CB, igual a 13% de sua massa total, foi adicionada a uma matriz
polimérica com base em cola de poliacetato de vinila (PVA) da marca Acrilex. Esta mistura
foi rotacionada centripeta e centrifugamente com uma centrifuga assimétrica dupla, por 1 min,
a 3000 rpm. Apds este processo, a tinta estava pronta para uso. Mascaras vazadas, impressas
em papel adesivo, foram acopladas a um substrato de poli(tereftalato de etileno) (PET). A tinta
foi depositada sobre esta superficie, seguindo da imediata remocéo das mascaras, definindo o
formato dos eletrodos. Ap6s 40 minutos de cura a temperatura ambiente, esmalte para unhas
incolor foi aplicado para delimitar a area do eletrodo e tinta de prata comercial foi usada para
pintar o eletrodo de referéncia, finalizando o sistema descartavel, denominados CB-PVA. Todo

este processo esta representado na Figura 29.

(IID)

i
i

==
=9=9

Figura 29. Producéo do sistema de eletrodos descartavel CB-PVA. (1) A uma placa de PET é
adicionada uma mascara adesiva. (I11) Apés, a tinta condutora de CB e PVA é espalhada sobre

a superficie da placa. (I11) O excesso e a mascara adesiva sao removidos e (IV) os eletrodos
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podem ser devidamente separados. (V) Aplicando-se tinta de prata no eletrodo de referéncia e
esmalte incolor para delimitacdo da area ativa, o sistema esta finalizado. Fonte: Elaboragéo

propria
6.3. ELETRODEPOSICAO DE NANOPARTICULAS DE Pd

O processo de eletrodeposicao foi realizado com a técnica de cronoamperometria,
com um potencial fixo de =700 mV, seguindo a literatura para sistemas semelhantes [260, 261].
A otimizacdo dos parametros operacionais para esta técnica (tempo de reacdo/deposicdo e
concentracdo de Pd) foi conduzida aplicando-se um arranjo de composto central, nos valores
de 10 e 100 s para o tempo de deposicio (v1) e de 0,1 e 1,0 mmol L-* para a concentracéo de
Pd (v2), em solucdo de KCI 0,1 mol L como eletrélito suporte. A Tabela 9 apresenta a matriz

para este experimento e os dados obtidos, em pA.

Tabela 9. Matriz do planejamento de composto central e 0s respectivos resultados obtidos

Experimento M vl v2 v12 v22 vlv2  Resposta
1 1 -1 -1 1 1 1 20,5
2 1 1 -1 1 1 -1 18,2
3 1 -1 1 1 1 -1 21,9
4 1 1 1 1 1 1 5,50
5 1 -1,4142 2 0 0 18,7
6 1 1,4142 0 2 0 0 20,0
7 1 0 —-1,4142 0 2 0 18,8
8 1 0 1,4142 0 2 0 17,2
9 1 0 0 0 0 0 20,5
10 1 0 0 0 0 0 20,5
11 1 0 0 0 0 0 20,5

6.4. MODIFICACAO DOS ELETRODOS PARA BIOSSENSORIAMENTO

A metodologia para a imobilizacdo com componentes bioldgicos, representado pela
Figura 30, envolveu o gotejamento de 10 mL de cisteamina (Cys, 10 mmol L) e glutaraldeido
(Ga, 5,0 mmol L), sequidos de 8,0 mL de Anti-a-sinucleina (Aasyn, 1,0 mg mL1). Apés, 10

mL de albumina de soro bovino (BSA, 1,0%) foi gotejado sobre a superficie de trabalho,
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buscando eliminar interacdes ndo especificas. O tempo de cada etapa foi de 1,0 h, e, apos este
periodo e a cada modificacio, o eletrodo foi lavado com PB 1,0 mmol L (pH 7,0), com o
auxilio de uma micropipeta.

A imobilizacdo de asyn foi feita com 8,0 mL de solugbes de diferentes
concentracdes, também por 1,0 h, garantindo tempo de interacdo. Apés esta etapa, todos 0s

eletrodos foram lavados como descrito anteriormente.

Qj‘ Cisteamina

-
-

m Glutaraldeido

Y Anti-a-sinucleina

a-sinucleina

_ Y

Figura 30. Preparo do biossensor asyn/BSA/Aasyn/Ga-Cys/Pd/CB-PVA. (1) Sobre a superficie
de CB-PVA, nanoparticulas de Pd sdo adicionadas. Ap6s, o dispositivo sofre modificacGes
sequenciais de (1) Cys, (I11) Ga e (IV) Aasyn. (V) A asyn é entdo adicionado ao sistema e (VI)

a analise pode ser feita. Fonte: Elaboragéo propria
6.5. PREPARO DE AMOSTRAS

As deteccdes de EP foram realizadas por método de adigdo e recuperacdo em liquido
cerebrospinal sintético. Ambas as amostras foram preparadas em meio de PBS (0,1 mol L1,
pH 6,5; com equivalente forca ibnica). A Tabela 10 mostra todos os reagentes utilizados junto

de suas proporcdes, de acordo com a literatura [262, 263].
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Tabela 10. Composicdo das amostras

preparadas
Liquido
cerebrospinal
Especie sintetico
(gL
CaCl,-2 H.O 0,32
NaCl 8,4
Ureia 0,0080
KCI 0,28
Glicose 0,80
NaHCO3 1,6

A amostra de soro de sangue humano totalmente coagulado (Masculino, AB, origem
dos Estados Unidos da Ameérica, filtrado e estéril), utilizada para anélises de asyn foi preparada
seguindo uma modificacdo da proporc¢éo descrita por Freitas et al. [264], sendo de 1:10 v/v para
soro:PB (1,0 mmol L1, pH 7,4).

7. RESULTADOS E DISCUSSAO
7.1. PERFIL ELETROQUIMICO DE CB-PVA

Com o desenvolvimento de uma nova tinta, faz-se necessaria a caracterizacao de seu
perfil eletroquimico, especialmente quando se visa sua futura modificacdo, para melhor
interpretacdo dos resultados obtidos. Portanto, os dispositivos CB-PVA foram submetidos a
investigacdes por VC, numa janela de potencial de —0,4 a 0,7 V, auma v de 50 mV s%, e com
ferrocenometanol 1,0 mmol L-! como sonda eletroquimica, em eletrdlito de KCI 0,1 mol L.
A sonda foi escolhida baseando-se na alta carga (negativa) de superficie do eletrodo,
proveniente do uso de CB, evitando intera¢des indesejadas, como fortes adsor¢des com sondas
de cargas positivas ou repulsdes com sondas negativas. A Figura 31 apresenta o voltamograma

obtido, onde observam-se picos de oxidacao (Eox = 254 mV, iox = 31 mA) e reducao (Ered = 44,4
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mV, ired = —26,5 MA), com uma separacao de pico-a-pico (AE) de 210 mV, seguindo a reacdo
apresentada na Figura 32.
Com este resultado, a tinta obtida se demonstra interessante para a continuidade do

trabalho, fornecendo um atraente substrato para a eletrodeposi¢cdo de nanoparticulas metalicas.
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0,4 0,2 0,0 0,2 0,4 0,6 0,8
E(V) vs. Ag

Figura 31. Voltamograma ciclico obtido por CB-PVA em presenca de ferrocenometanol 1,0
mmol L1, em KCI 0,2 mol L}; v=50 mV s!

@.\//\OH @Y\OH
Fe = +e_ — Fe
< <

Figura 32. Processo de oxirreducdo de ferrocenometanol. Fonte: Elaboracéo prépria

Partindo-se destas analises, o estudo do perfil com a variacdo da v se deu inicio,

estudando-se os valores: 10, 25, 50, 75, 100, 125, 150, 175 e 200 mV s%, apresentados na Figura
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33A. Observa-se um pequeno deslocamento dos potenciais de pico com o incremento da v,
sugerindo um efeito de transporte de massa afetado pela adsor¢do. No entanto, como pode ser
observado pela relagdo linear i vs. v (Figura 33B, ranod = 0,9996, rcatod = 0,9991), 0 processo
ainda € majoritariamente controlado por difusdo, de modo que qualquer efeito das cargas possa
ser negligenciado neste sistema. Analisando-se todas as velocidades, obtém-se um AE = 250
mV e um quociente entre correntes anddica e catddica (ianod/icatod) igual a 1,09; atribuindo ao
sistema um comportamento de consideravel reversibilidade. Utilizando estes dados na equacéo
de Randles—Sev¢ik foi possivel obter uma estimagdo da area eletroativa (A) do dispositivo,
sendo este valor equivalente a 0,172 cm?, que é cerca de 5 vezes maior que a area geométrica
do eletrodo (0,033 cm?).
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Figura 33. (A) Voltamogramas ciclicos obtidos por CB-PVA em presenga de ferrocenometanol
1,0 mmol L1, em KCI 0,1 mol L%, em diferentes v. (B) Dispersdo de pontos da relagéo i vs.

V1/2

7.2. ELETRODEPOSICAO DE NANOPARTICULAS DE Pd

A eletrodeposicdo de nanoparticulas se baseia na excitacdo da superficie do eletrodo,
a partir de um estimulo controlado, de modo a promover o transporte de ions metélicos do seio
da solucéo até a deposicdo dos mesmos na superficie do dispositivo, por reducéo. Deste modo,
alguns fatores afetam consideravelmente a estrutura das nanoparticulas formadas, bem como
seu comportamento eletroquimico: o potencial aplicado, uma vez que controla diretamente a
energia fornecida ao sistema para o desenvolver deste processo; a concentracdo de ions do metal

na solucdo, afetando principalmente a disponibilidade e consequente tamanho de particula; e 0
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tempo de deposicéo (t), pois o incremento do tempo em que 0 processo pode acontecer leva ao
surgimento de estruturas diversas e potencialmente mais complexas.

A literatura apresenta efetivos potenciais de eletrodeposicdo de Pd numa faixa entre
-0,2 e -0,8 mV, com a regido entre —0,6 a —0,8 mV apresentando estruturas moderadamente
mais ativas [260, 261], para sistemas em meios acidos. Deste modo, o potencial de —0,7 V foi
selecionado para este experimento. Portanto, a concentracdo de Pd em solucdo e o tempo de
deposicdo foram submetidos a analises de arranjo de composto central, para a obtengdo do
conjunto de pardmetros mais ideal. A partir das respostas da Tabela 9 foi possivel a geragéo dos
gréficos de resposta de superficie e curva de nivel para o comportamento da corrente de pico
para ferrocenometanol (como descrito na secdo 6.3.) em voltametrias ciclicas (Figura 34), na
relacdo Cpq vs. t, (Figura 35A e B). Como pode ser observado na Figura 34, algumas destas
relacfes de concentracdo e tempo afetam drasticamente o perfil eletroquimico do dispositivo.
Isto provavelmente se deve a alta concentragdo de carga de algumas estruturas de Pd, afetando
a resolucdo de pico e o mecanismo geral do equilibrio de oxirreducdo das superficies das
nanoparticulas de Pd.

Nas Figura 35A e B nota-se que é esperada maior corrente de pico para maiores Cpqg
em pouco t, ou muito t em baixas Cpq. Todavia, para o primeiro caso, como pode ser observado
na Figura 34C (azul), o perfil apresenta consideravel deslocamento de potenciais de reacao,
além do surgimento de um segundo processo com o pico em —358 mV; para 0 segundo caso, 0
perfil apresentado pelo voltamograma vermelho da Figura 34A se enquadra, mas nao difere

muito do voltamograma preto, em que a diferenca € o t estudado (méximo e minimo avaliados).
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Figura 34. Voltamogramas ciclicos de Pd/CB-PVA preparados com diferentes concentracoes

de Pd em solucgdo e tempos de deposicdo, em presenca de ferrocenometanol 1,0 mmol L1, em

KCl0,1molL Y v=50mV st
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Figura 35. (A) Superficie de resposta e (B) curva de nivel obtida para a otimizacdo da Cpq € t
como uma func¢édo da corrente de pico para Pd/CB-PVA. A elipse indica a regido de parametros

selecionados a ser investigada como 6tima

Deste modo, escolheu-se a regido destacada de Cpq na Figura 35B (elipse), fixando-
se 0 tempo em 60 s, uma vez que esta regido aparentava apresentar alta corrente de pico
enquanto mantinha o perfil eletroquimico estavel. A Figura 36 apresenta os voltamogramas
obtidos para as concentragdes de 0,17, 0,34, 0,51 e 0,68 mmol L~ de Pd, em presenca de 1,0
mmol L de ferrocenometanol, em KCI 0,1 mol L, v =50 mV s~1. Como pode ser notado, a
concentracéo de 0,34 mmol L~ apresentou aceitavel resolugdo de pico, sugerindo baixo grau
de efeitos de lentidao a reacdo, além de consideravel aumento de magnitude de corrente para
ambos 0s processos, sendo de 39,9% para a oxidacdo e 49,4% para a reducdo, quando
comparado ao eletrodo obtido com a solucéo de 0,17 mmol L~ de Pd. Em relagdo a AE, o
dispositivo obtido em 0,34 mmol L-! fornece um valor de 210 mV, o mesmo do eletrodo sem
deposicdo. Portanto, os parametros considerados 6timos para a eletrodeposicdo de Pd, em
H2S04 (0,5 mol L™1), neste dispositivo, sd0: Egep = —0,7 V, t =60 s € Cpq = 0,34 mmol L,
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Figura 36. Voltamogramas ciclicos obtidos por Pd/CB-PVA, em diferentes concentracfes de
Pd para a eletrodeposicdo, em presenca de ferrocenometanol 1,0 mmol L%, em KCI 0,1 mol

LY v=50mV st

Tendo-se obtido estes valores, o estudo do comportamento eletroquimico do
dispositivo Pd/CB-PVA foi desenvolvido, exatamente como para o eletrodo sem modificacéo,
discutido na secdo 6.3. Estes dados estdo disponiveis na Figura 37. Utilizando-se de todos os
voltamogramas obtidos, a AE para este sistema € de 248 mV, sendo similar a encontrada para
CB-PVA. Igualmente, 0 ianod/icatod deste sistema é de 1,10; e o r? dos processos (0,9964 para
oxidacdo e 0,9953 para reducédo) sugerem que ele também € controlado por difusdo, mas efeitos
de carga s@o mais prevalentes que no CB-PVA, o que € esperado pelas propriedades inerentes
de nanoparticulas metalicas. Embora estes dados isolados possam sugerir que a presenca de Pd
ndo afeta a cinética do processo redox da sonda, a A calculada para estes dispositivos é inferior
ao CB-PVA, sendo de 0,150 cm? Esses dados podem sugerir que, embora algumas das
estruturas metalicas formadas possam ter uma conducéo inferior ao CB bruto, a adi¢do do metal

foi benéfica para o sistema, uma vez que este manteve seu comportamento estavel.
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Figura 37. (A) Voltamogramas ciclicos obtidos por Pd/CB-PVA em presenca de
ferrocenometanol 1,0 mmol L%, em KCI 0,1 mol L%, em diferentes v. (B) Dispersdo de pontos

da relacdo i vs. v
7.3. CARACTERIZACAO MORFOLOGICA DE Pd/CB-PVA

O estudo de propriedades da superficie do material empregado para a eletroanalitica
é de suma importancia, uma vez que estruturas de particulas e cargas de superficie podem ser
determinantes quando se busca uma aplicacéo especifica para tal material. Além disso, com a
modificacdo por deposicéo de Pd na superficie de CB-PVA, microscopias sdo essenciais para
uma melhor discussdo, aproximando as estruturas observadas com os dados eletroquimicos.
Deste modo, dois procedimentos de caracterizacdo foram executados: MEV e andlise de angulo
de contato com a superficie do eletrodo. Como observa-se na Figura 38A e B, a tinta contendo
CB possui uma superficie rugosa, de aspecto carbonaceo, remetendo a uma boa dispersédo do
nanomaterial no veiculo de PVA. Com a eletrodeposicdo de Pd (Figura 38C e D), ndo se nota
alteracdo na estrutura geral, com excec¢do da adicdo de esferas do metal, distribuidas por toda a
superficie. Estas esferas aparentam ter tamanho uniforme (aproximadamente 100 nm), com

poucas aglomeracBes maiores, aléem de estarem distribuidas aleatoriamente, em sua maioria.
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Figura 38. Imagem de MEV de CB-PVA (A e B) e Pd/CB-PVA (C e D), em aumento de 2.000x
(AeC)e10.000x (B e D)

Uma interessante técnica para a avaliacdo de propriedades de superficie € a
investigacao do angulo de contato de uma gota de &gua com o material de interesse. Como pode
ser visto na Figura 39, o contato da &gua com o CB-PVA resulta num angulo de 80 °, enquanto
que apos a adicdo de particulas de Pd, o mesmo muda para 65 °. Essa alteracdo pode ser
explicada pela adicdo de momentos de carga (particulas metalicas) diferentes da tinta
condutora, aumentando-se a interacdo do material com a agua. Quanto maior o angulo de
contato, maiores as forcas de coesdo em comparacdo com as de adesdo, de modo que a dgua
tenda a interagir mais com ela prépria. Deste modo, pode ser esperado uma melhor interacdo
dos eletrodos modificados com amostras de base aquosa, especialmente considerando processos

difusionais e/ou envolvendo eletrostatica de superficie.
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'CB-PVA - 80°

Pd/CB-PVA - 65°

Figura 39. Fotografia de 10 uL de agua sobre a superficie do eletrodo de trabalho de CB-PVA
(superior) e Pd/CB-PVA (inferior)

7.4. DETECCAO E DETERMINACAO DE EP

Como discutido anteriormente, a EP é um horménio de interesse analitico pela sua
influéncia em neurdnios, com sua baixa producdo levando a doencas neurodegenerativas
durante o avanco da doenca de Parkinson [185]. Deste modo, a investigacdo da variacdo de sua
concentracdo por processos eletroanaliticos é vantajosa, promovendo um rapido diagndstico.
Voltametrias ciclicas foram realizadas com CB-PVA e Pd/CB-PVA, em presenca de EP 100
umol L, em PBS 0,1 mol L! (pH 6,5) e v = 50 mV s}, com os gréaficos resultantes
apresentados na Figura 40. Ambos os eletrodos apresentam um pico anddico e irreversivel
(Figura 41, onde ocorre a perda de dois prétons e elétrons, produzindo uma quinona) para o
sistema, em ~800 mV, com o eletrodo com nanoparticulas apresentando um ganho em

magnitude de corrente de ~25%.
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Figura 40. Voltamogramas ciclicos obtidos por Pd/CB-PVA ( ) e CB-PVA (preto) em

auséncia (linha pontilhada) e presenca (linha continua) de 100 pmol L~ de EP, em PBS 0,1
mol L~ (pH 6,5); v=50 mV s}
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Figura 41. Processo de oxidacdo da epinefrina

Além disso, ao se variar a v (valores estudados: 75, 100, 125, 150, 175 e 200 mV s1)
para ambos estes sistemas, obtém-se uma interessante discrepancia, visivel na Figura 42: A
corrente de pico obtida com CB-PVA ndo aumenta com o incremento da v, até a de 200 mV
s!, que apresenta um consideravel salto de magnitude (Figura 42A). Em contrapartida, a
resposta obtida por Pd/CB-PVA é de comportamento linear em relagdo a i vs. v (Figura 42B),
de modo que estes dados puderam ser utilizados na equacéo de Laviron, como discutida por
Freitas et al. [264], resultando numa constante de transferéncia heterogénea de elétrons de

0,0122 s1. Esta constante cinética esta associada a eficiéncia da reacdo de oxidag#o direta da
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molécula na superficie do dispositivo enquanto influenciada por efeitos de lentiddo, como
interacdo entre cargas iguais ou eficiéncia de transporte eletrdnico. Estes dados também
sugerem uma influéncia benéfica das nanoparticulas de Pd sobre o eletrodo para o decorrer

deste trabalho, embora apontem que v baixas sejam mais benéficas para a reagéo.
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Figura 42. (A) Voltamogramas ciclicos obtidos por CB-PVA em presenca de EP 100 pmol L,
em PBS 0,1 mol Lt (pH 6,5), em diferentes v. (B) Voltamogramas ciclicos obtidos por Pd/CB-
PVA em presenca de EP 100 umol L%, em PBS 0,1 mol L~ (pH 6,5), em diferentes v

Confirmando-se a deteccdo de EP pelo dispositivo, é interessante o uso de técnicas
voltamétricas pulsadas, uma vez que estas se mostram mais sensiveis para aplicacdes deste tipo.
Em decorréncia da irreversibilidade do sistema, além de que os dados até entdo sugerem que
velocidade de reacdo € um ponto chave do processo, 0s autores optaram pelo uso da técnica de
voltametria de pulso diferencial (VPD). Aradjo et al. [140] apresenta dispositivos similares,
que também se empenharam na otimizacdo desta técnica e, com base neste trabalho, os
seguintes parametros foram selecionados para a construcdo da curva de calibracdo: v = 30 mV
st a=25mV, tempo de modulagéo de pulso (tm) = 50 ms e pH = 6,5. Tal curva (Figura 43)
representa um comportamento linear do sistema entre 0,75 e 100 umol L1, correspondendo a
equacdo linear i (uA) = 0,00548 x Cep (umol L1)—1,19 x 10-8, com r? = 0,9990, LOD = 0,051
umol Lt e limite de quantificagdo (LOQ) = 0,17 umol L1, calculados por (n x desvio de 10

brancos)/coeficiente angular da curva analitica, onde n é 3 parao LOD e 10 para o LOQ.
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Figura 43. (A) Voltamogramas de pulso diferencial obtidos por Pd/CB-PVA, em auséncia
(preto) e presenca (tons de laranja) de diferentes concentragdes de EP, em PBS 0,1 ml L~* (pH

6,5); v=30mV s a=25mV, tm =50 ms (B) Dispersio de pontos da relagio i vs. Cep

Em ordem de se avaliar o dispositivo em situacGes mais proximas as reais, 0 mesmo
foi utilizado na investigacdo da variacdo de concentracdo de EP em amostras de liquido
cerebrospinal sintéticas, atraves de adicdo e recuperacdo, com os valores obtidos apresentados

na Tabela 11, que variam entre 91,0 e 115%.

Tabela 11. Determinacdo de EP em amostras de liquido cerebrospinal sintético

Adicionado Encontrado Recuperado
Amostra
(umol L) (wmol L) (%)
A 2,50 2,27 (£ 0,02764) 91,0 (£1,112)
B 5,00 5,17 (£ 0,09141) 103 (£ 1,830)
C 7,50 8,63 (£ 0,2187) 115 (£ 2,916)
D 50,0 51,9 (+ 0,3342) 104 ( 0,6685)

O presente dispositivo foi comparado com outros artigos da literatura em relacdo a
determinacdo de EP, buscando-se o enquadramento e relevancia do trabalho no meio. A selegéo
de artigos buscou especialmente os trabalhos que envolveram tintas para eletrodos descartaveis,
bem como o uso de nanoparticulas de carbono e/ou metélicas. Como pode ser observado na

Tabela 12, o presente trabalho apresenta similaridades em termos de faixa linear e LOD com
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estes trabalhos j& publicados, especialmente proximo aos trabalhos de Mattioli et al. [265] e
Salimi et al. [266], que também se tratam de eletrodos serigrafados, com tintas condutoras de
carbono e modificados com particulas metalicas. A tinta condutora deste primeiro trabalho se
trata, inclusive, de uma tinta lab-made, como a discutida neste documento. Destaca-se, ainda,
que ndo foram encontradas tintas similares contendo CB, nem com menores quantidades de

material de carbono, sem a adi¢do de um solvente préprio.

Tabela 12. Comparagdo com outros sensores j& publicados para a deteccéo de EP

Faixa linear LOD
Eletrodo Referéncia
(umol L) (umol L)
MNP-SPE 0,10a0,80 0,0249 [265]
CHMNP-SPE 0,10a0,60 0,0135 [265]
GP-NP/PET 5,0a100 0,310 [140]
CNF-SPE 1,0a60 1,10 [267]
SPE Modificado 0,5a40 0,0300 [266]
Pd/CB-PVA 0,75 a 100 0,0510 Este trabalho

MNP-SPE: Eletrodo serigrafado de grafite e poliuretana modificado com
nanoparticulas magnéticas de magnetita; CHMNP-SPE: Eletrodo serigrafado de
grafite e poliuretana modificado com nanoparticulas magnéticas de magnetita
recobertas por quitosana; GP-NP/PET: Eletrodo serigrafado obtido pela deposicdo de
tinta de grafite e esmalte para unhas; CNF-SPE: Eletrodos serigrafados modificados
com nanofibras de carbono; SPE Modificado: Eletrodos serigrafados obtidos com uma

fina camada de 6xido de iridio

75. DETECCAO E DETERMINACAO DE o-SINUCLEINA A PARTIR DO
IMUNOSSENSOR PROPOSTO

A asyn é uma proteina que, assim como a EP, esta relacionada diretamente ao
mecanismo principal da doenca de Parkinson, devido a séria interferéncia causada pelas
superestruturas originadas do acumulo da mesma, como os corpos de Lewy. Portanto, a
avaliacdo de alteragdes de sua concentragdo no sistema também é de suma importancia. Como
descrito na introducdo, imunossensores eletroquimicos sdo dispositivos que se baseiam na
alteracdo controlada de propriedades elétricas e/ou eletroquimicas do sistema, como

resisténcias, capacitancias e/ou impedancias, com o desenvolver da interacdo antigeno-
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anticorpo. Logo, estes podem ser excelentes candidatos para a determinacdo de asyn. No
entanto, para que seja possivel imobilizar o anticorpo da proteina (Aasyn) na superficie do
eletrodo de trabalho, modificagBes desta precisam ser feitas. A literatura apresenta algumas
arquiteturas de biossensores viaveis [268, 269] para este intento. Destas, a que envolve Cys e
Ga foi escolhida, visando uma interacdo entre Cys-Ga e Pd similar as que o par de moléculas
tem com Au.

O procedimento de modificacdo foi desenvolvido como descrito na secéo 6.4. e VCs
e EIEs foram executadas, a fim de se entender o comportamento do sistema com as varias
alteracOes. Os experimentos foram realizados em presenca de ferrocenometanol 1,0 mmol L1,
em KCI 0,1 mol L™, com os seguintes pardmetros: v = 25 mV s para VC e potencial aplicado
correspondendo ao E1» de cada processo para a EIE. As Figura 44A e B apresentam estes dados,
de modo complementar.

A adicdo de Pd a superficie diminui consideravelmente a impedancia do sistema,
aumentando a corrente elétrica obtida. J& na adicdo de Cys, Ga e Aasyn, ocorre um esperado
aumento da impedancia, uma vez que nenhuma dessas estruturas apresenta boa conducao
elétrica, intensificando a resisténcia e o acimulo de carga nesta fase. O aumento de corrente
elétrica com a adicdo de Aasyn pode estar relacionado a estruturacdo das camadas expondo
regides mais interativas da proteina e, especialmente, das nanoparticulas metélicas.

A adicdo de BSA é essencial para este processo, uma vez que ela se liga a grupos
ligantes do anticorpo que ndo sdo especificos. Neste momento, é comum partir do suposto de
que por se tratar de uma molécula extensa e nao condutora, sua adi¢do ao sistema provocara
aumento da resisténcia de transferéncia eletronica da fase [270]. No entanto, nota-se
consideravel diminuicdo da impedancia e consequente incremento da corrente obtida. Apesar
de ser um comportamento incomum, a literatura apresenta algumas possibilidades para este
efeito: o trabalho de Ozoemena et al. [271] investigou o efeito da adicdo de BSA a uma
superficie polimerica e outra com nanoparticulas metalicas. Nestas analises, 0s autores
observam que a interacdo entre ftalocianina de Fe e BSA pode provocar um efeito catalitico na
atividade redox da sonda, incrementando a cinética de transferéncia de carga. Os autores
também fazem um interessante levantamento da literatura, em que destacam que este
comportamento tende a acontecer entre BSA e materiais com tendéncias cataliticas,
especialmente aqueles que possuem metais de transicao, espécies aromaticas e/ou porosos.

De um modo geral, os autores atribuem este efeito catalitico pela facilidade de

adsorcdo de BSA a superficie do material, alterando a distribui¢éo de carga e energia livre do
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sistema facilitando a transferéncia de elétrons. Além disso, Mundz e Pumera [272] atribuiram
este efeito a mudanca de molhabilidade da superficie apds a modificacdo com BSA,
incrementando a corrente gerada pelo maior momento de interacéo entre a solugéo e o eletrodo.
Ambos trabalhos sugerem mecanismos que podem justificar a diminuicdo da impedéncia do
sistema observada nesta etapa, uma vez que todas as condi¢Bes atribuidas por estes autores
estdo presentes neste trabalho.

Com a adicdo do antigeno alvo, asyn, é esperada uma interacdo seletiva com 0s
grupos especificos do anticorpo, de modo que toda a passagem de corrente pelo corpo da
modificacdo seja severamente impactada. Portanto, como esperado, observa-se um
consideravel incremento da impedéncia deste sistema. O circuito que melhor representa o
sistema discutido, em todas as etapas, € uma modificacdo do circuito de Randles, para
comportar o termo de difusdo semi-infinita de Warburg (W), [R([RW]Q)]. Estes dados sugerem
que a imobilizacdo do anticorpo sobre a superficie do dispositivo descartavel foi eficiente, uma
vez que houve consideravel aumento da resisténcia de transferéncia de carga em presenca do

antigeno, indicando interacdo entre o par imuno.
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Figura 44. (A) Voltamogramas ciclicos obtidos por diferentes modificacbes de CB-PVA, em
presenca de ferrocenometanol 1,0 mmol L%, em KCI 0,1 mol L-%; v=25mV s~1. (B) Diagramas
de Nyquist obtidos por diferentes modificagcoes de CB-PVA, em presenca de ferrocenometanol
1,0 mmol L%, em KCI 0,1 mol L%; E1» de cada VVC foi aplicado para a respectiva etapa, dados

apresentados estdo normalizados em ambos 0s eixos

Para avaliar a eficiéncia do imunossensor em quantificar o antigeno de interesse, duas
curvas de calibragdo foram obtidas. A primeira, foi desenvolvida com as biomoléculas

dispersadas em meio de PB 1,0 mmol Lt (pH 7,4), buscando-se o comportamento do
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dispositivo num procedimento mais generalizado. Para tanto, EIEs foram realizadas como
anteriormente, com aplicacdo de potencial de 200 mV, correspondendo ao E1/> do eletrodo em
adicdo de asyn. Observou-se um comportamento linear (Figura 45) envolvendo o incremento
da resisténcia de transferéncia de carga (Rct) com o aumento da concentracdo de asyn, numa
faixa de concentracdo de 1,5 a 15 pg mL?, representada pela equagio Rp(Q2)= 3,08 x 107 x
Casyn (9 mL™1) + 415, com r? = 0,9841, LOD = 0,13 pg mL™%, LOQ = 0,42 ug mL%, calculados
por (n x desvio de 10 brancos)/coeficiente angular da curva analitica, onde n € 3 parao LOD e
10 para o LOQ.
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Figura 45. (A) Diagramas de Nyquist obtidos por asyn/BSA/Aasyn/Ga-Cys/Pd/CB-PVA
modificado com diferentes concentragdes de asyn (1,50 a 15,0 ug mL™1), em presenca de
ferrocenometanol 1,0 mmol L1, em KCI 0,1 mol L~!; E = 200 mV. (B) Dispersio de pontos da

relacdo Rcr vs. Casyn

A segunda abordagem foi executada visando uma aplicacdo mais proxima do real
com o dispositivo. Portanto, um meio complexo, soro de sangue humano, foi escolhido como
amostra para esta etapa e funcionou como meio dispersante para Aasyn e asyn. A curva de
calibracédo foi construida com diferentes concentracdes de asyn adicionadas a esta disperséo.
O dispositivo mostrou resposta linear para a relagio Rct vs. Casyn entre 6,0 e 100,5 ng mL2,
com o comportamento descrito pela equagio Rcr (KQ) = 0,00649 X Casyn (ng mL™?) + 0,514,
com r?=0,9879, LOD = 1,31 ug mL™%, LOQ = 4,37 ug mL1, calculados como anteriormente.

Todos os dados estdo presentes na Figura 46.
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Figura 46. (A) Diagramas de Nyquist obtidos por asyn/BSA/Aasyn/Ga-Cys/Pd/CB-PVA
modificado com diferentes concentracdes de asyn (6,00 a 100 ug mL?), em presenca de
ferrocenometanol 1,0 mmol L1, em KCI 0,1 mol L~!; E = 200 mV. (B) Dispersio de pontos da

relacéo Rct vs. Casyn
8. CONCLUSAO

Uma nova tinta condutora, de fécil e rapido preparo, foi desenvolvida com CB e PVA
para funcionar como substrato das modificacdes posteriores. A tinta em si apresenta 6timo perfil
eletroquimico em presenca de ferrocenometanol, indicando, possivelmente, que a estrutura do
CB fornece relativa alta carga negativa para a superficie de trabalho, facilitando a interacao
com esta sonda. Apds, optou-se pela eletrodeposicdo de nanoparticulas de Pd sobre a superficie
do eletrodo de trabalho. Através de buscas na literatura e um arranjo de composto central, 0s
parametros dados como 6timo para esta deposi¢do por cronoamperometria séo E = -700 mV, t
=60 s e Cpg = 0,34 mmol L, uma vez que, nestas configuracdes, as estruturas de Pd ndo
afetaram o acumulo de carga na superficie do dispositivo, enquanto auxiliaram-no em sua
conducdo e propriedades cinéticas, na deteccdo de EP. Para a determinacdo deste
neurotransmissor, uma curva de calibracdo foi obtida por VPD, com comportamento linear
entre as concentragdes de 0,750 a 100 pmol L1, cuja equagdo linear é descrita por i (uA) =
0,00548 x Cgp (umol L1)—1,19 x 10-8, com r?=0,9990, LOD = 0,051 umol L e LOQ = 0,17
umol L1, Amostras de liquido cerebrospinal sintéticas foram reforcadas com concentracdes
conhecidas de EP, e o dispositivo proposto apresentou recuperagdes entre 91,0 e 115% para
estas analises. Estes dispositivos foram subsequentemente modificados, em ordem de

imobilizarem o par Aasyn-asyn, e, pela técnica de EIE, duas curvas de calibragdo foram
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desenvolvidas: a primeira, com a imobilizacdo ocorrendo em PB 1,0 mmol L, pH 7,4,
resultando num comportamento linear equivalente a expressdo Rcr () = 3,08 x 107 X Casyn (g
mL-1) + 415, com r? = 0,9841, para a faixa de 1,5a 15 ug mL™%, com LOD =0,13 uyg mL e
LOQ = 0,42 ug mLL; e a segunda, obtida pela imobilizagdo em amostras diluidas de soro de
sangue humano, buscando uma resposta mais préxima a uma aplicacao real. Esta curva de
calibragdo foi obtida entre as concentragdes de 6,0 a 100,5 ug mL~ e corresponde a expressdo
linear Rp (KQ) = 0,00649 x Cosyn (g ML) + 0,514, com r? = 0,9879, com LOD = 1,31 pg
mL-te LOQ =4,37 ug mLt. Com todos estes dados, estima-se que tanto a plataforma proposta,
como suas modificacGes para sensores e biossensores sejam de consideravel interesse para a
literatura, considerando que se tratam de dispositivos descartaveis, de relativo baixo custo,
enquanto facilmente produzidos e operados.
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Vocé falhou, principalmente. Esta é a vida.
Quanto mais vocé vive, mais vocé falha. O
fracasso é a marca de uma vida bem vivida.

Brandon Sanderson, Julgamentadora
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CAPITULO 11l

DETERMINACAO DO BIOMARCADOR DE PARKINSON COM UM IMUNOSSENSOR
ELETROQUIMICO APRIMORADO POR MICROFLORES DE Au USANDO
CAPACITANCIA ELETROQUIMICA NAO FARADAICA

9. MATERIAL E METODOS
9.1. REAGENTES

Todos os reagentes utilizados no presente trabalho foram adquiridos do grupo Merck
(Sigma Aldrich) e/ou Fluka, em grau analitico. Agua ultrapura (Millipore™ Synergy®), com
resistividade >18,2 MQ cm, foi utilizada para preparar todas as solugdes. Para analise
eletroquimica foram utilizadas solugdes 0,1 mol L~! de KCl e PB (pH 7,4), H2S04 0,5 mol L
e PBS 1,0 mmol L (pH 6,4), foram utilizados em diferentes analises como eletrdlito de
suporte. Uma solugdo de 1,0 mmol L de hexamin ruténio foi utilizada como sonda

eletroquimica para a caracterizacdo eletroquimica do dispositivo.
9.2. EQUIPAMENTOS

As andlises eletroquimicas foram realizadas por um potenciostato/galvanostato
PGSTAT204 Metrohm, gerenciado pelo software Nova 2.1.5, no qual o sistema de trés
eletrodos foi composto por eletrodos de Ag como pseudo-referéncia e a tinta desenvolvida, CB-
PVA, como eletrodos de trabalho e auxiliar. Também foram utilizadas diferentes modificacdes
do eletrodo de trabalho, incorporando nanoparticulas metélicas e biomoléculas. As analises de
EIE foram obtidas com os seguintes parametros experimentais: amplitude de 10 mV, ondas
senoidais ao longo de toda a analise e com 10 incrementos de frequéncia por década, na faixa
de 1,0 x 10° a 1,0 x 10-2 Hz. Algumas analises de EIE tiveram os eixos normalizados, para
melhor visualizar seu comportamento. O potencial utilizado foi de 0,4 V, pois ndo foi
encontrado nenhum processo faradaico nesta regido. Um medidor de pH 827 (Metrohm) foi
utilizado para todas as determinagdes de pH. Uma centrifuga dupla assimetrica
(SpeedMixerTM Dac 150.1 FVZ-K, FlackTec Inc) foi usada para preparar as tintas condutoras
a 3000 rpm por 1 min. As mascaras confeccionadas em papel adesivo (Colacril), aplicadas para
producdo de eletrodos descartaveis, foram desenvolvidas utilizando o software Silhouette
Studio, sendo usada a impressora de corte Silhouette Cameo 3 para produzi-las. As imagens de

MEV foram obtidas por um microscépio eletrbnico de varredura ThermoFisher Scientific
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Prisma E, com tensdo de aceleracdo de 10kV e modo de baixo véacuo de 50 Pa. As Figuras e

modelos tridimensionais foram feitos com o software Blender 4.2.
9.3. PREPARO DOS DISPOSITIVOS ELETROQUIMICOS DESCARTAVEIS

Os eletrodos descartaveis foram confeccionados com tinta condutora, preparada
como detalhado na secédo 6.2. Também como descrito anteriormente, com o auxilio de mascaras
vazadas de papel adesivo produzidas por uma impressora de corte, a tinta foi espalhada sobre
um substrato de PET. Deixado secar, em temperatura ambiente, por 40 minutos, utilizou-se
esmalte incolor para delimitar a &rea do eletrodo e aplicou-se tinta Ag sobre o eletrodo de
referéncia. O eletrodo foi denominado CB-PVA e a Figura 47I1-111 ilustra seu processo de

producéo.

Hydrogen
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Figura 47. Preparacdo do imunossensor eletroquimico: (1) cola de PVA e CB sdo misturadas
para obter a tinta condutora; (1) sobre substrato PET limpo sdo adicionadas as mascaras e (111)
espalhada a tinta. ApGs a retirada das mascaras, o aparelho € modificado: sobre sua (IV)
superficie, (V) microflores de Au sdo formadas por eletrodeposicédo. (V1) 3-MPA liga-se ao Au
através da interacdo enxofre-metal, permitindo que (VII) EDC e NHS sejam adicionados,
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reticulando e preparando a superficie para o (VI1I) antigeno e o bloqueador de superficie BSA.
Com aincluséo de (IX) PARK7/DJ-1 a (X) variacdo da capacitancia do sistema pode ser obtida.

Fonte: Elaboracdo propria
9.4. MODIFICACAO DA SUPERFICIE

A eletrodeposicdo das microflores de Au foi realizada pela técnica de
cronoamperometria, com potencial fixo de —600 mV (vs. pseudo-referéncia de Ag), aplicado
por 30 s, e solugdo de HAuCI4 com concentracao igual a 5,0 mmol L' (Figura 471V-V). Esses
valores estdo de acordo com a literatura para sistemas similares [273]. Depois disso, 0 eletrodo
foi modificado para promover ligacdes covalentes com o anticorpo Anti-PARK7/DJ-1.
Primeiramente, 8,0 uL de solucdo de &cido 3-mercaptopropiodnico (3-MPA) foram gotejados no
eletrodo de trabalho por um certo tempo (Figura 47VI, concentracdo e otimizagdo de tempo
discutidas na secdo 10.2). Apds esta e a cada etapa seguinte, o eletrodo foi lavado com PBS 1,0
mmol L~ (pH 6,4), com auxilio de uma micropipeta. Em seguida, 8,0 uL de solugdo de 1-etil-
3-carbodiimida (EDC, 5,0 umol L) e N-hidroxisuccinimida (NHS, 8,0 pmol L) foram
gotejados no mesmo eletrodo, esperando-se por 1,0 h para prosseguimento da modificacdo
(Figura 47VI1). Posteriormente, 0 mesmo processo foi realizado para imobilizar o anticorpo na
superficie de trabalho, com 8,0 uL de uma solugdo de AntiPARK7/DJ-1 (Figura 47VIII,
otimizacdo de concentracdo e tempo discutida na se¢do 10.2). A concentracdo e o tempo de
interacdo do 3-MPA e do anticorpo AntiPARK7/DJ-1 foram investigados por Planejamento de
Experimentos, com um desenho composto central. Apds a formacdo da monocamada de
anticorpos, 8,0 uL de uma solugdo de BSA a 0,1%, foram lancados sobre o eletrodo de trabalho.
A interacdo foi mantida por 10 minutos, para garantir a eliminacédo de interacdes nao especificas
no local. As analises na presenca de PARK7/DJ-1 foram realizadas com solucdes de diferentes
concentragdes, com gotejamento de 8,0 uL sobre a superficie modificada pelo anticorpo, por
1,0 h.

Para otimizar a concentragdo de 3-MPA e o tempo de interacdo, solugdes de
diferentes concentracfes de 3-MPA (v1) foram gotejadas no eletrodo de trabalho, na faixa de
0,250 a 1,50 mmol L%, com tempos de interacio variaveis (v2): 0,5 a 2 horas. Posteriormente,
os dados de capacitancia do sistema foram coletados com EIE ndo faradaica, para criar uma
superficie de resposta e graficos de contorno. A Tabela 13 apresenta a matriz utilizada, bem

como os dados obtidos, em uF.
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Tabela 13. Matriz do planejamento de composto central e os respectivos resultados
obtidos para as adigdes de 3-MPA

Experimento M vl v2 vli2  v22  vlv2  Resposta (uF)
1 1 -1 -1 1 1 1 3,40
2 1 1 -1 1 1 -1 5,86
3 1 -1 1 1 1 -1 5,72
4 1 1 1 1 1 1 6,48
5 1 -1,4142 0 2 0 0 3,74
6 1 1,4142 0 2 0 0 3,17
7 1 0 -1,4142 0 2 0 3,44
8 1 0 1,4142 0 2 0 4,68
9 1 0 0 0 0 0 4,05
10 1 0 0 0 0 0 4,05
11 1 0 0 0 0 0 4,05

Posteriormente, 0 mesmo procedimento foi realizado para otimizar a imobilizacéo
do anticorpo AntiPARK7/DJ-1, nos valores de 0,5 e 2,0 mmol L~ para concentragdo (v1) e 0,5
e 2,0 h para tempo de interacdo (v2). A Tabela 14 apresenta os dados obtidos, além da matriz

deste desenho experimental.
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Tabela 14. Matriz do planejamento de composto central e 0s respectivos resultados
obtidos para as adi¢bes de AntiPARK7/DJ-1

Experimento M vl v2 vli2  v22  vlv2  Resposta (uF)
1 1 -1 -1 1 1 1 0,71
2 1 1 -1 1 1 -1 0,56
3 1 -1 1 1 1 -1 0,71
4 1 1 1 1 1 1 0,60
5 1 -1,4142 0 2 0 0 0,62
6 1 1,4142 0 2 0 0 0,93
7 1 0 -1,4142 0 2 0 0,53
8 1 0 1,4142 0 2 0 0,54
9 1 0 0 0 0 0 0,84
10 1 0 0 0 0 0 0,87
11 1 0 0 0 0 0 0,85

9.5. PREPARO DAS AMOSTRAS

A determinacdo de PARK?7/DJ-1 foi realizada pelo método de adicédo e recuperacao
em liquido cerebrospinal sintético. Solugdes de PBS 0,1 mol L~ (pH 6,4), com equivalente
forca ibnica) foram utilizadas como eletrélitos de suporte para essas amostras. Os reagentes

utilizados podem ser encontrados na Tabela 10.
10. RESULTADOS E DISCUSSAO
10.1. CARACTERIZAC;AO MORFOLOGICA E ELETROQUIMICA DE Au/CB-PVA

Para compreender a potencialidade das estruturas de Au em modificar a contribuicao
da capacitancia do CB, tais estruturas devem ser adicionadas ao sistema, e o conhecimento das
propriedades dessas particulas deve ser obtido. Para tanto, cronoamperometria foi novamente
utilizada para a eletrodeposicdo do metal, com uma solucédo de H,SO4 0,5 mol L, contendo
5,0 mmol L~ de HAuCIls, com um potencial de —0,6 V, seguindo protocolo ja investigado pelo
grupo de pesquisa [273]. Para um melhor entendimento desta etapa, buscou-se a caracterizagdo
morfologica da mesma, por MEV, apresentada na Figura 48. A Figura 49 mostra que a
distribuicdo do didmetro das particulas ndo é homogénea, e a probabilidade maior é encontrar
uma particula de cerca de 882 nm? (24%). No entanto, ndo ha variacio entre os dispositivos,
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tornando o método reprodutivel o suficiente para que todos os dados sejam replicados. Estas

flores se apresentam bem distribuidas ao longo de toda a estrutura.
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Figura 49. Histograma demonstrando o padrdo de distribuicdo de diametro de particula de
Au/CB-PVA
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Uma extensa caracterizacdo eletroquimica deste dispositivo simples pode ser lida em
no capitulo anterior (11), mas esforcos adicionais foram aplicados para melhor compreender os
efeitos das microflores de Au no sistema proposto. Portanto, uma VC foi realizada por CB-
PVA modificado com Au na presenca de 1,0 mmol L~ de hexamin ruténio, em 0,1 mol L
KCI, em v =50 mV s (Figura 50). O CB-PVA apresentou picos de pares redox em 45 (5,19
nA) e -373mV (-12,6 uA), com separacao pico a pico (AE) de 378 mV € (ianod/icatod) igualando
0,412. Devido a sua carga superficial altamente negativa, € compreensivel que o processo de
reducdo seja mais favorecido pelo dispositivo, pois as espécies mais positivas (Ru®*) sio
altamente atraidas pela superficie. Como pode ser notado, ap6s a eletrodeposicdo de Au, 0 pico
de oxidagdo, de magnitude igual a 8,62 pA, deslocou-se fortemente para potenciais mais
negativos, estando presente em —180 mV. O pico de reducdo é pouco alterado, perceptivel em
—361 mV, com uma corrente de pico de —13,5 pA. Isto indica uma mudanga na reversibilidade
do sistema, com 167 mV como AE, € um ianod/icatod de 0,638. Esses valores indicam que o
sistema de eletrodos modificado esta mais proximo da quasi-reversibilidade e ainda apresenta

mais sensibilidade para o processo de reducéo.

10
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2 o}
20 F
— CB-PVA
Au/CB-PVA
.30 1 1 1 I
20,9 -0,6 0,3 0,0 03 0.6

E/V vs. Ag
Figura 50. Voltamogramas ciclicos obtidos por CB-PVA (preto) e Au/CB-PVA (azul), em

presenca de 1,0 mmol L-* de hexamin ruténio, em KCI 0,1 mol L™!; v=50 mV s!
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A v foi entdo variada para avaliar como o sistema Au/CB-PVA responderia. As
Figura 51A e B mostram que existe uma correlagdo linear entre a v e a magnitude da corrente,
indicando que, apesar da quasi-reversibilidade, a difusdo ainda € o efeito de transporte de massa
predominante nesta faixa de v, convencionalmente investigada. Ao considerar todas as v e
correntes de pico, 0 AE muda para 197 mV, o que significa que a mudanca de potencial ndo é
severamente aumentada com a variacdo de v, mas pode ser o resultado do aumento da
predominancia de um processo de adsorgéo. O ianod/icatod 2UMenta para 0,883, fortalecendo ainda
mais esta hipdtese, uma vez que o valor esta mais proximo de 1,0, sugerindo que as espécies
reduzidas podem interagir mais com o sistema com valores de v mais altos, um comportamento

incomum para sistemas totalmente controlados por difuséo.
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Figura51. (A) Voltamogramas ciclicos obtido por Au/CB-PVA com v variadas, (B) correlacéo

i vs. vi/2

Esses dados foram utilizados para estimar a A do sistema eletroquimico pela equagédo
de Randles-Sev¢ik (Eq. 16), corrigida para sistemas quasi-reversiveis [274]:

nkDv

| = +0.436n FAC
=T n RT

Eq. 16

onde v é o numero de elétrons da reacdo eletroquimica, i é a corrente voltamétrica (A), A é a
area eletroativa (cm?), C é a concentracdo da sonda redox (mol mL-1), D é o coeficiente de
difusdo da sonda neste eletrélito: 9,1 x 10-° cm? s~ [274], v é a velocidade de varredura (V s2)
e F, R e T séo as constantes de Faraday, dos gases ideais e a temperatura, respectivamente. O

valor encontrado para A é 0,042 (+ 0,0047) cm?, o que representa um aumento de 40% quando
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comparado a area geométrica (0,033 cm?) do eletrodo de trabalho. Isto provavelmente esta
associado ao aumento da rugosidade do dispositivo, influenciado tanto por CB quanto pelas

microflores de Au.
10.2. DETECCAO DE PARK7/DJ-1 A PARTIR DO IMUNOSSENSOR PROPOSTO

Imunossensores sdo dispositivos que se baseiam numa alteracao sensivel e controlada
de algum parametro do sistema ap0s a interacdo espontanea entre um antigeno e um anticorpo
pareado. Buscando melhorar o ganho de sinal com o processo de imobilizacdo escolhido, as
etapas da construcdo de camadas automontadas para 3-MPA e Anti-PARK7/DJ-1 foram
investigadas com Planejamento de Experimentos (planejamentos de composto central), em
relacdo ao tempo de interacdo e concentracdo da molécula.

Comumente vé-se na literatura o uso de EIE para avaliacdo deste mecanismo, uma
vez que se espera que particulas ndo-condutoras acarretem num aumento significativo da
resisténcia elétrica do sistema. Todavia, o grafico resultante, os diagramas de Nyquist e/ou
Bode, mostram interacfes para além de apenas a resisténcia do sistema, compreendendo
também as mudancas nas cargas de superficie e capacitancia, e até disparidades entre potencial
aplicado e corrente gerada, por exemplo [275-277]. Deste modo, em dispositivos com efeitos
de carga mais significativos que os de resisténcia, diagramas de impedancia eletroquimica
convencionais podem ndo ser os mais indicados. Para investigar apenas alteracGes da
capacitancia do sistema num processo de impedancia eletroquimica, pode-se converter 0s
termos de impedancia real (resisténcia, Z’) e imagindaria (capacitancia, —Z2”) para termos de

capacitancias, imaginaria (—C”) e real (C), respectivamente, com as Eq. 17 e 18:
Z'=—C"w|Z)? Eq. 17
-7"=C'w|Z|? Eqg. 18

onde |Z| é o modulo da impedancia total do sistema e o é a frequéncia angular, calculada por
2nf (f = frequéncia coletada na andlise), efetivamente transformando o diagrama de Nyquist em
diagrama de Cole-Cole [278-280]. Uma vez que a adi¢do de uma sonda eletroquimica a este
sistema pode fornecer alteragOes da informacao de carga do dispositivo, neste trabalho optou-
se por trabalhar com EIE ndo-faradaica, observando-se o comportamento da capacitancia da
superficie do eletrodo de trabalho, especialmente em relagdo a dupla camada elétrica e suas

alteracOes devido & interacdo do par imuno [278-280].
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A Figura 52A apresenta os diagramas de Nyquist obtidos com o experimento
planejado para a otimizagdo da automontagem de 3-MPA, realizado em PBS 1,0 mmol L™ (pH
6,4), com E = 0,4 V, correspondendo a uma regido sem processos faradaicos. Os dispositivos
foram modificados com 3-MPA numa faixa de concentra¢do de 0,250 a 1,5 mmol L™ e com
tempo de interacdo variando de 0,5 a 2,0 h (Tabela 13). Como € possivel observar, o diagrama
de Nyquist ndo traz muitas informac@es pertinentes, uma vez que um arco de impedancia nao
é formado. No entanto, apds a conversao (Figura 52B), o diagrama de Cole-Cole apresenta um
semicirculo de discussdo anéloga a Nyquist, onde o didmetro do arco representa a capacitancia
do sistema. Nota-se, portanto, uma facil distincdo dos dados obtidos. Através dos graficos de
superficie de resposta e contorno (Figura 53), associados a matriz Capaciténcia (uF) = 2.987 +
1.153 x Ca.mpa (Mmol L) + 0,267 x C%3.mpa (mmol L-1)2 0,227 x tempo (h) + 0,723 x tempo?
(h)?>—0,911 x Cz-mpa (Mmol L) x tempo (h); pode-se inferir que existe uma resposta de efeito
linear e quadratico entre concentracdo de tempo de interacdo. Escolheu-se como 6timos 0s
valores de 1,5 mmol L e 1,5 h, considerando a maior concentracéo estudada com um tempo

relativamente longo, mas nao longo o suficiente para tornar a analise inviavel num teste real.
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Figura52. (A) Diagramas de Nyquist obtidos por varias configuracdes de 3-MPA/Au/CB-PVA,
em PBS 1,0 mmol L (pH 6,4); E = 0,4 V; (B) Diagramas de Cole-Cole obtidos por varias
configuragBes de 3-MPA/AU/CB-PVA, em PBS 1,0 mmol L (pH 6,4); E=0,4V
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Figura 53. Gréficos de (A) superficie de resposta e (B) contorno da relagdo concentragdo vs.
tempo de interacdo de 3-MPA com Au/CB-PVA. Estrela indica valores 6timos escolhidos

Apos esta etapa, 0 mesmo método foi aplicado pra investigar os parametros 6timos
para a imobilizacdo do anticorpo. Para tanto, modificacGes foram realizadas numa faixa de
concentragdo entre 0,5 e 2 mg mL%, com o tempo de imobilizagdo também variando entre 0,5
e 2 h (Tabela 14). Os diagramas de Cole-Cole resultantes para cada experimento estdo presentes
na Figura 54 e estes dados foram utilizados para gerar os graficos de superficie de resposta e
contorno, correspondentes a matriz Capacitancia (uF) = 0,260 + 0,203 x Cantirark7/pi-1 (110
mL1) — 0,0790 x C2antiparkzios-1 ((ug mL™)?) + 0,715 x tempo (h) —0,291 x tempo? ((h)?) +
0,0200 x Cantiparko-1 (g mL™Y) x tempo (h), apresentados nas Figura 55A e B,
respectivamente. Como pode ser observado, a relacdo para os parametros nesta etapa é
majoritariamente quadratica.

Neste processo, algumas relagcbes sdo importantes para a determinagdo dos
pardmetros 6timos: (i) com capacitancia muito elevada, corre-se o risco de perder a defini¢éo
do semicirculo no diagrama; (ii) tanto anticorpo, quanto antigeno, apresentam relativo elevado
custo; e (iii) quanto maior o tempo de interacdo, espera-se que o sistema apresente maior
extensdo e melhor distribuicdo das camadas automontadas. Assim, optamos por selecionar
como 6timos 0s seguintes parametros: concentragdo de anticorpo igual a 1,0 ug mL™* e tempo
de interacdo de 2 h. Deste modo, a quantidade de reagente € a suficiente para realizar a
modificacdo em atraentes condigdes e o tempo de interacdo garante capacitancia suficiente para

notar as alteracGes provocadas pela adicdo de PARK7/DJ-1, sem distor¢des nos diagramas.
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Figura 54. Diagramas de Cole-Cole obtidos por varias configuracdes de AntiPARK7/DJ-1/3-
MPA/AU/CB-PVA, em PBS 1,0 mmol L™ (pH 6,4); E=0,4 V
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Figura 55. Gréaficos de (A) superficie de resposta e (B) contorno da relagdo concentragéo vs.

tempo de interagdo de AntiPARK7/DJ-1 com 3-MPA/AuU/CB-PVA. Estrela indica valores
otimos escolhidos

Com a otimizacdo destes parametros, todo o processo de modificacdo foi realizado,
buscando estudar e comprovar a alteracédo da capacitancia do sistema com cada modificador. A
Figura 56A apresenta voltamogramas ciclicos realizados em PBS 1,0 mmol L (pH 6,4), v =

100 mV s%, onde observa-se aumento da corrente capacitiva com a adicdo de Au a superficie,
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seguida de uma sequencial redugdo da mesma a cada camada adicionada. Nos diagramas de
Cole-Cole e Bode, presentes na Figura 56B, C e D, observa-se 0 exato mesmo comportamento

em relacdo a capacitancia do sistema por camada, corroborando com o mecanismo.
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Figura56. (A) Voltamogramas ciclicos obtidos por CB-PVA (preto), Au/CB-PVA (vermelho),
3-MPA/AuU/CB-PVA (azul), EDC-NHS/3-MPA/AuU/CB-PVA (rosa), AntiPARK7/DJ-1/3-
MPA/AU/CB-PVA (verde), BSA/AntiPARK7/DJ-1/3-MPA/AuU/CB-PVA (azul marinho) e
PARK7/DJ-1/BSA/AntiPARK7/DJ-1/3-MPA/Au/CB-PVA (roxo), em PBS 1,0 mmol L (pH
6,4), de 10° a 10~! Hz, onda tipo senoidal; amplitude = 10 mV, v =100 mV s}, E=04 V;
Diagramas de (B) Cole-Cole e (C e D) Bode obtidos por CB-PVA (preto), Au/CB-PVA
(vermelho), 3-MPA/Au/CB-PVA (azul), EDC-NHS/3-MPA/AuU/CB-PVA  (rosa),
AntiPARK?7/DJ-1/3-MPA/AuU/CB-PVA (verde), BSA/AntiPARK7/DJ-1/3-MPA/AuU/CB-PVA
(azul marinho) e PARK7/DJ-1/BSA/AntiPARK7/DJ-1/3-MPA/AU/CB-PVA (roxo), em PBS
1,0 mmol L-* (pH 6,4), de 10° a 10~ Hz, onda tipo senoidal; amplitude = 10 mV; E = 0,4 V



107

Apos, testes foram realizados para a obtencdo de uma curva de calibracdo. Um

comportamento linear inversamente proporcional foi identificado entre a capacitancia do

sistema (C’) e a concentragdo de PARK7/DJ-1 adicionada (Figura 57), entre 20 e 120 ng mL,

correspondendo & equagao linear C* (uF) = 0,00175 Cpark7ps-1 (Ng ML) — 0,65928, com r? =

0,98138. Os LOD e LOQ foram calculados como apresentados anteriormente, e correspondem

a, respectivamente, 0,207 e 0,689 ng mL. Os dados estdo presentes na Figura 57. Esta curva

foi obtida coletando C’ em um ponto fixo (frequéncia = 2,5119 Hz) correspondendo ao apice

de —fase do dispositivo sem modificacoes.
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Figura 57. (A e B) Diagramas de Bode obtidos por PARK7/DJ-1/BSA/AntiPARK7/DJ-1/3-
MPA/AuU/CB-PVA, modificado com diferentes concentragfes de PARK7/DJ-1, em PBS 1,0
mmol L (pH 6,4); E = 0,4 V; (C) Relagdo —C’ vs. Cpark7/Di-1
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Para validar o dispositivo, liquido cerebrospinal sintético foi preparado com
concentracdes conhecidas de PARK7/DJ-1, e o imunossensor descartavel totalmente
modificado foi empregado na determinacao do analito nesta amostra. Em liquido cerebrospinal,
uma concentracéo de 90 ng mL-* pode ser encontrada em individuos saudaveis, com esse valor
diminuindo para menos de 60 ng mL~ em pacientes parkinsonianos [268]. Os experimentos
foram realizados com a mesma configuracdo da curva de calibracéo e a Tabela 15 apresenta 0s
resultados. Como é possivel notar, o sistema obteve recuperagdes variando de 98,4 a 111% para
a determinacdo do analito, apresentando desempenho adequado.

Tabela 15. Determinacdo de PARK7/DJ1 em liquido cerebrospinal sintético

Adicionado Encontrado
Amostra Recuperacédo %
(ng mL™) (ng mL™)
20,0 22,1 (£ 0,6589) 111 (£ 0,5935)
B 40,0 41,6 (£ 1,069) 104 (= 1,028)
C 80,0 78,7 (= 0,7910) 98,4 (+ 0,8038)

O desempenho analitico deste e de outros dispositivos é apresentado na Tabela 16.
Esta tabela tem como objetivo comparar este trabalho com imunossensores eletroquimicos
semelhantes, que também visaram a deteccdo de PARK7/DJ-1. Embora nenhum outro sistema
tenha sido proposto para determinar o biomarcador com sinais de capacitancia eletroguimica,
o EIE foi empregado em todos eles para atingir o objetivo. E possivel notar que a abordagem
aqui descrita obteve resultados analiticos semelhantes a outros trabalhos, especialmente os de
Oliveira et al. [268] e Kalinke et al. [281]. Porém, € importante destacar que neste trabalho isso
foi obtido com dados de impedancia ndo faradaica: nenhuma sonda redox foi empregada. Com
um tempo de preparacdo um pouco mais curto e uma execucao facil dos procedimentos, as
abordagens ndo faradaica podem ser mais rapidas de executar, a0 mesmo tempo que requerem

menos consumo de recursos.
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Tabela 16. Desempenho analitico de diferentes imunossensores para a determinacdo de PARK7/DJ-1

- Tempo de
e Faixa linear LOD o
Imunossensor Imobilizacéo Sonda redox 1 a1 preparo Referéncia
(gmL=)  (ngmL=) 8
Eletrodo de Pt 3
flexivel Cys-Ga [Fe(CN)s]*/ 40 a 150 1,13 9,0 [268]
Eletrodo ITO Monocamadas 3 4,710 a 6
modificado automontadas [Fe(CN)oJ™/ 4,7x1073 5,0x10 725 [282]
Dispositivo
serigrafado Monocamadas Fe(CN P 20 a 10° 50 31 [283]
modificado com automontadas [Fe(CN)e] '
PMI
|
_|Munossensor EDC/NHS FcMeOH 5,0 a 500 1,01 ~7,0 [281]
impresso em 3D
Dispositivo
serigrafado 3-MPA, Este
modificado com EDC/NHS Nenhuma 202120 0.207 6.25 trabalho

microflores de Au

ITO: eletrodo de In e Sn modificado com nanoparticulas de Au e nanotubo de carbono de
paredes multiplas; PMI: polimero molecularmente impresso; FcMeOH: ferrocenemethanol,
C11H12FeO

11. CONCLUSAO

Neste trabalho, a tinta condutora de CB e PVA, desenvolvida no Capitulo II, foi
utilizada para construir um dispositivo analitico de capacitancia. Para incrementar a
contribuicéo de capacitancia pelo dispositivo, 0 mesmo foi modificado com microflores de Au.
Com as analises de MEV, foi observada a presenca de estruturas florais, com diametro médio
de 413 nm. Esses dispositivos descartaveis foram posteriormente modificados com 3-MPA,
EDC-NHS, anticorpo AntiPARK7/DJ-1 e BSA para prepara-los para a determinacdo de
PARK7/DJ-1. Ao otimizar os parametros de modificacdo para os anticorpos 3-MPA e
AntiPARK?7/DJ-1, foi possivel obter uma curva de calibracdo da relagéo inversamente linear
entre a concentracdo de PARK7/DJ-1 imobilizado e a capacitancia do sistema, correspondendo
a faixa de 20 a 120 ng mL™%, com r? de 0,9814 e LOD e LOQ de 0,207 e 0,689 ng mL,
respectivamente. O dispositivo foi entdo aplicado na deteccdo do antigeno em amostras
sintéticas de liquido cerebrospinal fortificadas, obtendo recuperacdes variando de 98,4 a 111%.
Todos os dados indicam que a adigdo de microflores de Au foi eficaz para melhorar o

desempenho do material para um sensor de capacitancia. Portanto, espera-se que mesmo
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plataformas modificadas com estruturas complexas, como flores de Au, possam ser eficazes

para o diagnostico da doenca de Parkinson.
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Kaladin disse: “Vocé me disse que vai piorar”

“Vai”, disse Wit, “mas depois vai melhorar.
Depois vai piorar de novo. Depois vai melhorar.
Esta € a vida, e ndo vou mentir dizendo que todos
os dias havera sol. Mas havera sol novamente, e
isso € uma coisa diferente de se dizer. Isso é
verdade. Eu prometo a vocé, Kaladin: vocé se

sentira aquecido novamente”

Brandon Sanderson, Ritmo de Guerra
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CAPITULO IV

ELETRODOS SERIGRAFADOS MODIFICADOS COM NANOPARTICULAS DE AuBi
PARA A OXIDACAO DIRETA DE ALCOOIS EM CELULAS A COMBUSTIVEL DIRETO
ALCALINAS

12. MATERIAL E METODOS

Esta tese também retrata a cronologia do autor em descobrir, estudar e explorar o
Planejamento de Experimentos aplicado a eletroquimica e eletroanalitica. Deste modo, o
trabalho apresentado neste capitulo é o mais avancado neste quesito, podendo ser usado como
guia para curiosos e novos estudantes do tépico. Os outros capitulos, apesar de conterem 0s
conceitos corretos, revisados apds anos de estudo, foram feitos sob as Oticas deste autor em

desenvolvimento, e, portanto, ndo os mais recomendados para estudo.
12.1. REAGENTES

Todos os reagentes utilizados no presente trabalho foram adquiridos do grupo Merck
(Sigma Aldrich), de grau analitico. Agua ultrapura (Millipore™ Synergy®), com resistividade
>18,2 MQ cm, foi utilizada no preparo de todas as solugdes. A tinta condutora foi preparada
misturando CB (Vulcan XC72, Cabot Corporation) e uma cola de poli(acetato de vinila) (PVA,
Acrilex). Para analises eletroquimicas, solugdes de KCI 0,1 mol L™, KOH 1,0 mol L™ e H2SO4
0,5 mol L™ foram utilizadas em diferentes analises como eletrdlitos de suporte. Uma solugéo
de ferrocenometanol 1,0 mmol L foi empregada como sonda eletroquimica para investigar o
comportamento eletroquimico dos dispositivos desenvolvidos. EtOH/KOH equimolar 1,0 mol
L~ foi empregado para avaliar o desempenho do dispositivo para oxidacdo de EtOH. Particulas
de Au e Bi foram eletrodepositadas sobre a superficie do eletrodo de trabalho usando solucdes
de HAUCI, - 3 H20 e Bi(NOs)s - 5 H20 dissolvidos em 0,5 mol L=t H2SOs4.

12.2. EQUIPAMENTOS

As analises eletroquimicas foram realizadas por um potenciostato/galvanostato
PGSTAT204 Metrohm (Eco Chemie), gerenciado pelo software Nova 2.1.5. Foi aplicado um
sistema de trés eletrodos, sendo a tinta condutora desenvolvida utilizada como eletrodo de
pseudo-referéncia, auxiliar e de trabalho. Também foram realizadas diversas modifica¢des no
eletrodo de trabalho, incluindo a incorporacdo de nanoparticulas metalicas. As andlises de EIE

foram obtidas com os seguintes parametros experimentais: potencial aplicado igual ao OCP de
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cada dispositivo, medido por 5 min para confirmar a estabilidade; com amplitude de 10 mV,
ondas senoidais ao longo da analise e com 10 incrementos de frequéncia por década, na faixa
de 1,0x10° a 1,0x10! Hz. Uma centrifuga dupla assimétrica (SpeedMixerTM Dac 150.1 FVZ-
K, FlackTec Inc) foi usada para misturar as tintas condutoras a 3000 rpm por 1 min. As mascaras
em papel adesivo (Colacril), utilizadas como moldes para producéo dos eletrodos descartaveis,
foram desenvolvidas com o software Silhouette Studio e cortadas com a impressora de corte
Silhouette Cameo 3. As imagens de MEV foram obtidas por um microscépio eletrénico de
varredura Quanta 3D FEG (FEI), usando uma aceleracéo de tensdo de 10kV e modo de baixo
vacuo de 50 Pa, e cada amostra foi depositada sobre pinos de aluminio. O software ImageJ foi
utilizado para calcular o didmetro médio de todas as amostras. As Figuras e modelos
tridimensionais foram feitos com o software Blender 4.2. Todas as otimizagdes por

Planejamento de Experimentos foram calculadas com o software Octave.
12.3.  PREPARO DOS ELETRODOS DESCARTAVEIS

Os dispositivos descartaveis foram fabricados com a nova tinta condutora
apresentada no Capitulo 1I: foi preparada pela adicdo de CB (13% da massa total da tinta) a
uma matriz polimérica a base de PVA. Tinta de Ag comercial também foi utilizada para pintar

o eletrodo de referéncia, finalizando o sistema descartavel.
12.4. MODIFICACAO DO ELETRODO DE TRABALHO SERIGRAFADO

A eletrodeposicdo de Au e Bi foi realizada utilizando cronoamperometria com
potencial variado e otimizado. A otimizacdo dos pardmetros operacionais desta técnica:
concentracdes de Au (v1) e Bi (v2) e do tempo de eletrodeposicdo (v3) e do potencial de
deposicdo (v4); foi realizado por um planejamento fatorial completo 24, com os seguintes
valores maximos e minimos: 0,1 e 1,0 mmol L-* de cada metal separadamente, 30 e 300 s para
0 tempo de deposicdo, limitado pelo tempo em que a gota comegou a secar na superficie; e —0,8
e —0,6 V para o potencial de deposigédo, sendo estes escolhidos seguindo a literatura para
sistemas similares [260, 261]. As eletrodeposi¢Ges foram realizadas em solugdo 0,5 mol L
H2SO4 como eletrolito suporte e a Figura 58 ilustra todo o processo. A Tabela 17 apresenta a
matriz destes experimentos e os dados obtidos, em pA. Todos os experimentos foram realizados
em ordem aleatoria e os eletrodos modificados foram nomeados de acordo com 0s metais
adicionados as suas superficies, sendo AuBi/CB-PVA aquele com configuracdo ideal de

eletrodeposicéo.
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Figura 58. Modificagdo de CB-PVA: (I) Sobre substrato PET limpo, (Il) é aplicada a tinta

condutora. (1) Apds a secagem, é adicionado um delimitador de gota. (1) A eletrodeposicao

do procedimento Au e Bi é realizada (V) e o dispositivo esté& pronto para uso. Fonte: Elaboracao

prépria

Tabela 17. Matriz do planejamento fatorial completo 2* com os respectivos

valores para a oxidacéo de EOTH

Experimento M vl V2 v3 va Resposta

(HA)
1 1 -1 -1 -1 1 3,29
2 1 1 -1 1 1 10,1
3 1 -1 1 -1 1 4,98
4 1 1 1 -1 1 23,8
5 1 -1 -1 1 1 10,0
6 1 1 -1 1 4 120
7 1 -1 1 1 1 6,85
8 1 1 1 1 1 58,0
9 1 -1 -1 -1 1 3,24
10 1 1 1 1 1 10,0
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11 1 1 1 -1 1 345
12 1 1 1 -1 1 22,2
13 1 -1 -1 1 1 7,34
14 1 1 1 1 1 142
15 1 -1 1 1 1 0.710
16 1 1 1 1 1 76,7
c1 1 0 0 0 0 33,3
C2 1 0 0 0 0 49,5
c3 1 0 0 0 0 22,7

Apos este estudo, um planejamento Doehlert foi empregado para finalmente otimizar
as trés variaveis restantes (v1 = concentracdo de Au, v2 = concentracdo de Bi e v3 = tempo de
eletrodeposicdo) em novos intervalos, em relagdo ao encontrado no planejamento anterior,

conforme mostrado na Tabela 18. Todas as respostas também sdo dadas, em pA.

Tabela 18. Matriz do planejamento Doehlert (valores reais) com respectivas respostas

para a oxidacao de EtOH

_ vl v2 V3 Response

Experimento M

(mmol L) (mmol L) () (nA)
1 1 1.500 0.100 165 0.06
2 1 1.500 0.100 300 0.20
3 1 2.366 0.100 233 0.24
4 1 1.789 0.141 233 0.20
5 1 1.500 0.100 30 0.03
6 1 0.634 0.100 97.5 0.03
7 1 1.211 0.059 97.5 0.03
8 1 0.634 0.100 233 0.05
9 1 1.211 0.059 233 0.18
10 1 2.366 0.100 97.5 0.10
11 1 2.077 0.059 165 0.04
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12 1 1.789 0.141 97.5 0.04
13 1 0.923 0.141 165 0.06
14 1 1.500 0.100 165 0.15
15 1 1.500 0.100 165 0.06

13. RESULTADOS E DISCUSSAO

Em nome da compreensdo das interacdes e efeitos causados pelas nanoparticulas de

Au e Bi sobre a superficie da tinta, muitos experimentos foram realizados. Para iniciar, a

resposta eletroguimica, obtida por VC, na janela de potencial de trabalho de —1,0 a 1,0 V, na

auséncia e presenca de 1,0 mol L~ de EtOH, em KOH 1,0 mol L=t a 50 mV s%, foi avaliado

com o eletrodo CB-PVA, bem como sua modificacdo com alta concentracéo (5,0 mmol L1) de

cada nanoparticula metalica, separadamente. Os metais foram eletrodepositados com aplicacao

de —0,6 V por 300 s, para garantir 6tima cobertura superficial. H2SO4 foi empregado como

eletrolito suporte para esta etapa. A Figura 59 mostra a resposta da tinta CB-PVA e, como

esperado, ndo ha alteracdo significativa da corrente quando se comparada a resposta na presenca

e auséncia de EtOH. Isto indica que a superficie de CB do dispositivo ndo pode, por si so,

promover qualquer tipo de catélise na reacdo de quebra de EtOH.
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——KOH 1.0 mol L™
——ETOH/KOH 1.0 mol L™

12 ! ! 1 L !
-1,0 -0,5 0,0 0,5 1,0

E(V)vs. CB
Figura 59. Voltamogramas ciclicos de CB-PVA na auséncia (preto) e presenca (vermelho) de
EtOH 1,0 mol L%, em KOH 1,0 mol L™%; v =50 mV s!

Com a adi¢do de nanoparticulas de Au (Figura 60), pode-se verificar picos associados a
formacdo e dessorcdo de Oxidos de Au [284], respectivamente em —216 e —763 mV. Na
presenca de EtOH, um pico de maior magnitude (29 uA) é observado em —182 mV. Também
ndo ha alteracdo significativa no comportamento do pico de reducdo do 6xido metalico,

sugerindo que a formacéo dele ainda ocorre na presenca de EtOH.
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——KOH1.0mol L™
ETOH/KOH 1.0 mol L™

-1,0 -0,5 0,0 0,5 1,0
E(V) vs. CB
Figura 60. Voltamograma ciclico de Au/CB-PVA na auséncia (preto) e presenca (laranja) de
1,0 mol Lt EtOH, em 1,0 mol L KOH; v=50 mV s!
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A presenca de nanoparticulas de Bi na superficie de CB-PVA, no entanto, tem
comportamento diferente, conforme apresentado na Figura 61. Dois caracteristicos [54, 76]
picos redox de 6xido de Bi podem ser observados em —119 (pico anodico, 8,56 pnA) e —448 mV
(pico catodico, —2,86 pA), na presenca de KOH. Curiosamente, a adi¢cdo de EtOH provoca a
extingdo destes picos, o que implica forte adsorcdo do combustivel nas nanoparticulas, tornando
o dispositivo inutilizavel para tal aplicacdo. Como discutido no Capitulo I, entretanto, espera-
se que Bi seja eficaz para a oxidagdo do EtOH quando em concentragdes extremamente baixas,

ajudando outros metais em seus mecanismos de catalise.
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6 F ——KOH 1.0 mol L™
—— ETOH/KOH 1.0 mol L™

-9 ] ] 1 ! 1
-1,0 -0,5 0,0 0,5 1,0

E(V) vs. CB

Figura 61. Figura 6. Voltamogramas ciclicos de Bi/CB-PVA na auséncia (preto) e presenca
(verde) de EtOH 1,0 mol L™, em KOH 1,0 mol LY; v=50 mV s!

Portanto, as proporg¢des e concentracdo dos metais, junto dos outros parametros de
eletrodeposicdo (tempo de deposicdo e potencial) devem ser estudados para melhorar a
eficiéncia do dispositivo, se possivel. Nesse sentido, o Planejamento de Experimentos foi
aplicado para encontrar os valores ideais para cada uma das seguintes variaveis: vl =
concentracdo de Au, v2 = concentracdo de Bi, v3 = tempo de eletrodeposicéao e v4 = potencial
de eletrodeposicdo. Para adquirir conhecimento do comportamento do sistema, foi
desenvolvido um planejamento fatorial completo 2 e os experimentos, apresentados na Tabela
17, foram realizados por VC, na faixa de potencial de trabalho de —0,8 a 1,0 V, a 50 mV s,
em a presenca de uma solucdo equimolar de EtOH e KOH. Os valores estudados para cada
variavel sdo os seguintes: v1 e v2 foram estudados em 0,1 e 1,0 mmol L}, v3 foi investigado
em 30 e 300 s, enquanto v4 foi usado como —0,6 € —0,8 V. O pico de oxidacdo de EtOH foi
utilizado como a resposta desejada e 0s dados também sdo apresentados na Tabela 17. A Figura
5A mostra a influéncia percentual relativa de cada efeito variavel e é possivel observar que v1
e v3, concentracdo de Au e tempo de deposicao, respectivamente, sdo consideravelmente mais
importantes que as demais. Além disso, a interacdo secundéaria entre ambos € bastante

significativa para a resposta global. Esta relagdo é mais significativa, inclusive, do que a v3
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sozinha. A concentracdo de Bi, v2, tem muito pouco impacto no sistema por si s6, mas, quando
junto de v3, ambas sdo responsaveis pela quarta contribuicdo mais significativa para a resposta
global e deve, portanto, ser considerada. v4, por outro lado, tanto por si sO, quanto em suas
interacdes, ndo contribui significativamente para a resposta do dispositivo. Como o
experimento com a maior corrente obtida foi alcangado com v4 em —0,8 V, este valor foi
escolhido para dar continuidade aos experimentos. A Figura 62B apresenta a distribuicédo de
probabilidade das magnitudes dos efeitos, e, dentre os efeitos importantes (fora das barras de
erro vermelhas) v1, v3, e sua interacdo, 13, possuem efeitos positivos, o que significa que 0s
maiores valores estudados devem ser favorecidos. A interacdo 23 é o Unico efeito significativo
com resultado negativo, indicando que v2 e v3 devem estar em niveis diferentes. Como é
indicado que v3 deveria estar em niveis altos, v2 foi definido para estar em niveis mais baixos,

alcancando a configuracdo proposta de v1: +1, v2: -1, v3: +1 e v4: +1.
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Figura 62. Resultados do planejamento fatorial completo 2% A) porcentagem relativa dos
efeitos calculados e B) distribuicdo de probabilidade para as respostas do planejamento fatorial
completo

Para continuar a otimizacgdo, um planejamento Doehlert [285, 286] foi empregado
com 3 variaveis, mantendo a mesma identidade de varidveis e configuracdo experimental de
antes. Desta vez, seguindo os resultados do planejamento fatorial completo, cada variavel foi
estudada em torno da faixa indicada: v1, concentracdo de Au, foi estudada em torno de seus
valores superiores: 0,5 e 2,5 mmol L™, em 7 niveis, por ser a variavel mais importante; v2 foi
estudada em torno de seus valores mais baixos: 0,05 e 0,15 mmol L1, em 3 niveis; e por fim,

v3 foi mantido na mesma regido, sendo 30 e 300 s os valores empregados, pois tempos de
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deposicdo maiores provocavam o ressecamento da gota de solugdo. Como a v3 também é
bastante significativa para o sistema, ela foi estudada em 5 niveis. A Tabela 18 apresenta a
matriz Doehlert utilizada, bem como os resultados obtidos.

Com os dados obtidos foi proposta a seguinte equacédo (Eq. 19):

i(mA) =9.28 x 107> + 5.64 x 107>v1 + 1.00 x 10~ *v3
+ 8.45 x 10™5v1v2 + 6.74 X 10 5v1v3

Eqg. 19

que corrobora com os dados obtidos pelo planejamento fatorial completo. A tabela ANOVA
para este sistema é apresentada na Tabela 19, na qual é possivel inferir que mesmo que 0 modelo
ndo apresente uma regressao significativa, ndo ha falta de ajuste no conjunto de dados. Algumas
discrepancias entre os resultados previstos e reais sdo esperadas, no entanto, uma vez que 0s
quadrados médios da regressdo nao sdo significativamente maiores do que os quadrados médios

dos residuos (teste F de ajuste).

Tabela 19. Tabela ANOVA para 0 modelo calculado do planejamento Doehlert

) Soma dos ) Média
Fonte da variagéo Graus de liberdade . Teste F
quadrados quadratica
Regressao 6,46x1078 9 7,18x107° 2,72
Residuos 7,93x10°° 3 2,64x10° 0
Soma total dos
7,26x1078 12 6,05x10-° 0
quadrados
Erro puro 5,64x107° 2 2,82x107° 0,81
Falta de ajuste 2,29x107° 1 2,29x107° 0
r2 =0,89069 r=0,94376
rzmax = 0,92229 I max = 0,96036

A partir deste modelo matematico, trés conjuntos de graficos de superficie de resposta
e contorno puderam ser gerados, indicando os pardmetros sugeridos para cada variavel. A

interacdo entre cada par de variaveis é apresentada na Figura 63.



122

i(uA)

0,14

o
-
N

—~
i
44 °
LT £ 0,10
ll;,{”ll: :
AL
/,;5;;5";"2;;;,. E
777 e ts @
K7/ e (@)
\
e 0,08
;{22"
e
oo
===
=
:iii? 0,06 o) O
52
22
0:0:0 L T L T T e . .
06 08 10 12 14 16 18 20 22 24
=
C,.(mmol L™)
i(uA)
D 300

250

200

t(s)

% n‘“‘.‘\“:‘s“
RN
'3'3'3’3‘3’3’3‘3‘2’3:23‘3‘3‘:::3‘2‘:3‘2*:32“?‘“‘

e
AR

150

100

06 08 10 12 14 16 18 20 22 24
-1
C,(mmol L)

300
F

i)

250

200

t(s)

150 76,4

SR
SR
S
S

S
RN
3568

o R >
“‘o % R
SRR g
e g

&:}s“:"“e’ 100

50

-24,0

0,06 0,08 0,10 0,12 0,14

Cg(mmol L)

Figura 63. (A, C, E) Superficies de resposta e (B, D, F) graficos de contorno para o modelo
gerado no planejamento Doehlert para cada interacdo de duas variaveis: (AeB)vlvs.v2, (Ce
D)vlvs.v3e (EeF)v2vs. v3

As interacOes entre v1 e v2 e entre v1 e v3 mostram um comportamento mais quadratico
do que linear, sugerindo que quanto maiores as concentragdes de metais e 0 tempo de deposicéo,
maior a corrente obtida; por outro lado, a interacdo entre v2 e v3 apresenta um comportamento

mais linear, com ganho de sinal quase constante ap6s ~150 s, independente da concentracéo de
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Bi. Portanto, os parametros 6timos foram definidos como 2,5 e 0,15 mmol L, respectivamente,
para as concentracdes de Au e Bi, com potencial de deposi¢édo de —0,8 V, por 300 s.

Ao aplicar esses valores ao modelo matematico obtido (Eq. 19), a resposta prevista
é de 402 mA, que é 1391 vezes maior que a corrente obtida pelo Au/CB-PVA. Para certificar o
modelo matematico é necessario realizar experimentos de validagdo e confirmar a correlacéo
entre as correntes previstas e reais obtidas. Portanto, trés experimentos foram planejados para
esse fim. O primeiro (I) estando na configuragdo 6tima proposta, v1 = 2,5 mmol L%, v2 = 0,15
mmol L e v3 =300 s. o segundo (1) equivale a 66% desses valores, ou seja, v1 a 2,16 mmol
L1, v2a 0,133 mmol L e v3 a 254 s; finalmente, o terceiro experimento (I11) foi organizado
para estar em 33% dos valores 6timos: v1 sendo igual a 1,83 mmol L2, v2 sendo 0,117 mmol
L~ e v3sendo 210 s. A Figura 64 apresenta os voltamogramas e a Tabela 20 mostra a resposta
prevista e real, bem como seu % de desvio. Conforme discutido anteriormente, existe algum
nivel de discrepancia entre os valores, mas os resultados sdo proximos o suficiente para
comprovar a viabilidade do modelo. Portanto, o trabalho foi continuado com os parametros
6timos sugeridos, visando a resposta de 0,336 mA, o que corresponde a um aumento de 1154
vezes a corrente gerada pelo Au/CB-PVA nesse processo.
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Figura 64. Voltamogramas ciclicos de AuBi/CB-PVA na auséncia (preto) e presenca (verde)
de EtOH 1,0 mol L%, em KOH 1,0 mol L%, com diferentes pardmetros de eletrodeposicdo: v1
=2,5mmol L%, v2=0,15mmol L-tev3=300s; v=50mV s (B) Voltamograma ciclico de
AuBIi/CB-PVA na auséncia (preto) e presenca (verde) de EtOH 1,0 mol L%, em KOH 1,0 mol
L, com diferentes pardmetros de eletrodeposigdo: v1 = 2,16 mmol L%, v2 = 0,133 mmol L
e v3=254s; v=50mV s (C) Voltamograma ciclico de AuBi/CB-PVA na auséncia (preto)
e presenca (verde) de EtOH 1,0 mol L-t, em KOH 1,0 mol L%, com diferentes pardmetros de

eletrodeposicio: v1 = 1,83 mmol L1, v2=0,117 mmol Lt ev3=210s; v=50 mV s!
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Tabela 20. Respostas reais e previstas para os experimentos de validacéo

) Resposta real Resposta prevista )
Experimento Desvio (%)
(mA) (mA)

I 0,336 0,400 +16,0
I 0,269 0,262 —-2,67
i 0,196 0,161 -21,7

Com os parametros 6timos de eletrodeposi¢do encontrados, diferentes técnicas de
caracterizacdo foram empregadas para melhor compreender a modificagdo superficial. A
comecar pela caracterizacdo morfoldgica: utilizou-se MEV para evidenciar as estruturas
formadas com o processo de eletrodeposicdo. As Figura 65 até a Figura 70 apresentam as
imagens obtidas. A superficie da tinta CB-PVA (Figura 65) apresenta distribuicdo homogénea
com alta rugosidade superficial, comumente identificada em tintas do tipo [135, 139, 147].

Figura 65. Imagens de MEV de CB-PVA com amplia¢do de 1000x (A) e 2000x (A’)
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Para estudar a estrutura obtida com a deposicéo conjunta dos dois metais, é vantajoso
primeiro entender o comportamento deles, separadamente. Nesse sentido, fixamos o tempo de
eletrodeposi¢cdo em 300 segundos e variamos a concentracdo do metal, desde uma concentracédo
maior até a otimizada. A Figura 66 apresenta 0 CB-PVA modificado com 5,0 mmol L~ de Au,
no qual se formaram flores metélicas sobre a superficie do eletrodo, com tamanhos variados,
mas distribuidas uniformemente por toda a superficie (como no Capitulo I11). O didmetro médio
dessas particulas é 2,08 um. Por outro lado, quando o Au é eletrodepositado com a concentracao
6tima (Figura 67) mais particulas esféricas sdo distribuidas pela superficie, e em tamanho mais
homogéneo, aparecendo pouquissimas e menores flores, indicando que esta é uma etapa tardia
na nucleacdo, também associada a quantidade de Au fornecida. Neste sistema, o didmetro médio

das particulas é de 350 nm.

Figura 66. Imagens de MEV de Au/CB-PVA, eletrodepositadas com solugéo de Au 5,0 mmol
L1, com ampliagdo de 1000x (A) e 2000% (A”)
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Figura 67. Imagens MEV de Au/CB-PVA, eletrodepositadas com solucdo de Au 2,5 mmol L,
com ampliacdo de 1000x (A) e 2000x (A’)

A eletrodeposicéo de elevada quantidade (5,0 mmol L1) de Bi, apresentada na Figura
68, promoveu o recobrimento da superficie carbondcea com estruturas de Bi clavadas. Os
microcristais parecem distribuidos homogeneamente pela superficie do dispositivo,
apresentando diametro médio de 6,0 um. Quando na concentracdo ideal, e inferior, de 0,15
mmol L1, toda a superficie € coberta por mintsculos cristais, de didmetro médio igual a 12 nm.
Porém, essa modificacdo também proporcionou o0 crescimento de poucos, porém maiores,
cristais de Bi ainda em estrutura claviforme, como pode ser visto na Figura 69. Essas estruturas

maiores possuem diametro medio de 115 pum.
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Figura 68. Imagens MEV de Bi/CB-PVA, eletrodepositadas com solucgdo de Bi 5,0 mmol L,
com ampliacdo de 1000x (A) e 2000x (A’)
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Figura 69. Imagens SEM de Bi/CB-PVA, eletrodepositadas com solugdo de Bi 0,15 mmol L,
com ampliagao de 1000x (A) e 2000x (A”)

A configuracéo ideal de eletrodeposicao (Figura 70) alcangou uma mistura de ambas
as estruturas aparentes: as flores de Au séo interligadas por estruturas clavadas. Como a
concentracdo de Bi € bastante baixa, supde-se que a presenca de Bi induz Au a participar nesta
intrincada formacéo estrutural. Essas particulas tém um didmetro médio calculada de 2,7 pum.
Algumas estruturas aglomeradas (didmetro medio de 112 um) também foram encontradas nesta
modificacdo, o que pode implicar estruturas que necessitam compensar uma elevada energia

superficial por agregacao.
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. A ‘ e, ) 20 um
Figura 70. Imagens de MEV de AuBi/CB-PVA, eletrodepositadas com solugéo de 2,5 mmol
L-! Au e 0,15 mmol L Bi, com amplia¢io de 1000x (A) e 2000x (A’)

Apos a caracterizagdo por MEV, foram realizadas técnicas eletroquimicas para
estudar o comportamento do dispositivo nas questdes de seu perfil eletroquimico, cinética de
transferéncia de elétrons e impedéancia da interface solucao-eletrodo. O CB-PVA e 0 AuBi/CB-
PVA tiveram seu perfil investigado na presenca de 1,0 mmol L-! de ferrocenometanol como
sonda eletroquimica, em 0,1 mol L' KCI, em v = 50 mV s*. A Figura 71 mostra 0s
voltamogramas, nos quais é possivel notar que o CB-PVA apresenta um pico anddico em 181
mV (22,2 uA) e um pico catodico em —43,3 mV (—15,3 pA), correspondendo ao processo redox
da sonda eletroquimica. A separacgdo pico-a-pico (AE) obtida foi de 224 mV, e o sistema
apresentou um quociente de correntes (ianod/icatod) de 1,45, indicando que o sistema favorece
altamente o processo de oxidagdo. Esses dados qualificam o comportamento do sistema como
quasi-reversivel. Nota-se, contudo, que o perfil obtido se difere um pouco do apresentado na

Figura 31, onde os pardmetros experimentais s&o os mesmos. Uma possivel explicagédo para tal
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é a da alteragdo da geometria do dispositivo, onde as condi¢fes para a formacéo e execugdo da
camada de difusdo sdo diferentes, incluindo o tamanho da superficie de trabalho.

Com a adicéo dos metais, uma mudanca de potencial significativa pode ser observada
para ambos 0s picos, com 0s picos anodico e catddico agora em -116 e —485 mV,
respectivamente. Isso indica um deslocamento de 297 mV para o0 processo anddico e de 442
mV para o processo catodico, ambos para potenciais mais negativos. O pico anodico apresentou
corrente de 18,3 A, enquanto o catddico apresentou valor de —20,6 pA. Esses dados revelam
que 0 AE deste sistema é 369 mV, e seu ianod/icatod € 0,888, sugerindo que o sistema agora néo
apenas deixa de favorecer o processo de oxidacdo, mas também passa a beneficiar ligeiramente
0 processo de reducdo. Todos estes parametros também conferem um caréter de quasi-
reversibilidade a este sistema. Além disso, quando na presenca das microestruturas metalicas,
outro par redox, com menor resolucdo de pico, pode ser observado em 184 e 111 mV, para 0s
processos anodico e catddico, respectivamente. Esses picos estdo associados a formacéo e
posterior dessorcao de dxidos de Au e Bi e podem ser uma pista na diferenca de magnitudes de
corrente, ja que a oxidacdo da sonda pode agora competir com déxidos metalicos, enquanto sua

dessorcao ocorre em potenciais bastante diferentes.
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Figura 71. Voltamogramas ciclicos obtidos por CB-PVA (preto) e AuBi/CB-PVA (vermelho)

na presenca de ferrocenometanol 1,0 mmol L%, em KCI 0,1 mol L%, v =50 mV s!
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Ao estudar como o perfil voltamétrico varia com o aumento da v, é possivel obter
informagdes muito interessantes de cada dispositivo, como calcular pardmetros cinéticos, bem
como o mecanismo geral de transferéncia de massa da sonda. Portanto, a v foi variada, com
cada dispositivo, de 50 a 250 mV s, na presenca de 1,0 mmol L! de ferrocenometanol e KClI
0,1 mol L-1. Os voltamogramas podem ser observados na Figura 72A, e é possivel notar que
enquanto o pico catodico se desloca ligeiramente para potenciais mais negativos, sugerindo
alguma pequena contribuicdo por adsor¢do, o pico anddico permanece aproximadamente no
mesmo potencial em cada v, 0 que implica em um processo controlado principalmente por
difusio, sem processos adsortivos. A Figura 72B mostra o grafico de dispersdo de i vs. v'/2, com
um comportamento bastante linear para ambos 0s picos (r%aod = 0,9869, rcawd = 0,9918),
sugerindo ainda que a difusdo € o processo de transferéncia de massa que mais contribui para

esta interacao.
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Figura 72. (A) Voltamogramas ciclicos obtidos por CB-PVA na presenga de 1,0 mmol L-* de
ferrocenometanol, em KCI 0,1 mol L, com diferentes v, de 50 a 250 mV s*. (B) Correlagéo i
vs. vi/2

Os mesmos experimentos foram realizados para o eletrodo AuBi/CB-PVA, e 0s
voltamogramas podem ser observados na Figura 73, na qual pode-se apontar que a presenca
dos metais fez com que ambos 0s potenciais de pico se deslocassem com o incremento da v em
direcdo a potenciais mais positivos e negativos, respectivamente para 0s processos anddico e
catodico. Isto sugere que a adsorcdo desempenha um papel no transporte de massa da sonda,

mas a Figura 73B, a correlagdo i vs. v’2, deixa claro que a difusdo ainda controla o sistema
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global, com valores de r? bastante lineares: 0,9997 e 0,9982 para picos anddicos e catodicos,

respectivamente.

m
A 30+ B T
-
i_:: Ll
20 -
i ]
1 T
250 mV's
| L .
-20 - T ”
1 'w“w‘.“
50mVs =
. E .
.o
I I I I | . 1 1 1 1
1,5 -1,0 -0,5 0,0 0,5 1,0 0,20 0,25 0,30 0,35 0,40 0,45 0,50
E(V) vs. CB vV s

Figura 73. (A) Voltamogramas ciclicos obtidos por AuBi/CB-PVA na presenca de 1,0 mmol
L' de ferrocenometanol, em KCI 0,1 mol L%, com taxas de varredura variadas, de 50 a 250

mV s, (B) correlacdo i vs. v/?

A equacio de Randles-Sevéik (Eq. 16) pode ser empregada para estimar a A de cada
dispositivo, aproveitando especialmente os dados coletados até 0 momento. Portanto, ambos os
sistemas foram submetidos a este calculo, resultando nos respectivos valores de 0,062 e 0,070
cm? para CB-PVA e AuBi/CB-PVA, respectivamente. Esses valores correspondem,
respectivamente, a 49 e 56% da area geométrica do aparelho, 0,1257 cm?.

A constante heterogénea de transferéncia de elétrons, k° ¢ um parametro cinético que
pode ser usado para investigar as mudancas de uma determinada superficie, pois se correlaciona
diretamente com a taxa de reacgdes eletronicas do eletrodo [287, 288]. Sistemas quasi-
reversiveis, como estes, podem ser investigados com a equacdo de Nicholson-Shain, mais
especificamente, com a aproximagdo alcancada por Lavagnini et al. [287]. Primeiramente,

precisamos encontrar o pardmetro cinetico W, obtido pela seguinte equacdo (Eq. 20):

_ —0.6288 + 0.0021 * AE (mV)
~ 1-0.0017 x AE(mV) Eq. 20

com o valor conhecido, W pode ser usado diretamente na seguinte equacdo (Eq. 21), para

identificar k°;
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-1/2

—_— (nDan)

RT Eqg. 21

em que k° é a constante heterogénea de transferéncia de elétrons, dada em cm s, D é o
coeficiente de difusio (7,6 cm? st para 1,0 mmol L de ferrocenometanol em 0,1 mol L1 KClI,
[289, 290]), n é o nimero de elétrons participantes da reacdo, F é a constante de Faraday, v é a
velocidade de varredura (V s1) e R e T tém seu significado usual, a constante universal dos
gases e a temperatura em Kelvin. Portanto, os valores calculados para a constante sdo 0s
seguintes: k’ca-pva = 1,15x1073 cm st e kaugiica-pva = 6,78x10~* cm s~L. Isto sugere que, com
um k° maior, o eletrodo CB-PVA atingira o equilibrio mais rapidamente, mas ambos ainda
apresentam valores caracteristicos de sistemas quasi-reversiveis [288], corroborando o que foi
encontrado anteriormente. Observe, entretanto, que a adicdo dos metais esta mudando o
comportamento para um sistema mais irreversivel (k° inferior [288]), como também foi visto
em estudos de voltametrias ciclicas.

A EIE foi utilizada para caracterizar os dispositivos quanto as suas capacidades
capacitivas e resistivas na interacdo interfacial entre solucdo e superficie. Esses experimentos
também foram realizados na presenca de 1,0 mmol Lt de ferrocenometanol, em 0,1 mol L
KCI. O OCP de cada sistema de trés eletrodos foi mensurado durante 5 min, para garantir a
estabilizacdo, e os valores encontrados foram aplicados em onda senoidal, com amplitude de
10 mV. Para CB-PVA, o OCP correspondeu a —3,0 mV, enquanto para AuBi/CB-PVA esse
valor foi —39 mV. Essa discrepancia provavelmente estd relacionada a carga superficial e
energia de cada dispositivo e a forma como os materiais interagem com a sonda e o eletrdlito.
A Figura 74 mostra os diagramas de Nyquist (Figura 74A) e os graficos de Bode (Figura 74B
e C) obtidos, nos quais € observado um comportamento hibrido de resistor capacitivo para CB-
PVA. Este € o perfil tipico e esperado para um sensor eletroquimico, no qual um pico de
capacitancia é alcancado na etapa de transporte de massa controlada cineticamente (altas
frequéncias), passando para uma transferéncia de massa principalmente difusional nas
frequéncias mais baixas, controlada por um elemento de impedancia semi-infinito: Warburg.

Nas frequéncias mais altas, ou seja, de 10° a 10%, 0 CB-PVA apresenta uma descarga
de capacitancia com resisténcia estatica, o que é classificado como artefato pelos autores.
Portanto, este segmento ndo foi utilizado para os célculos de ajuste. Um pico de —fase é
observado em 10° Hz, em um maximo de 22 ° (impedancia de 5,92 kQ), indicando um processo

definido principalmente por fatores resistivos, pois a capacitancia é consideravelmente baixa.
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O circuito equivalente correspondente a este sistema € uma modificacdo do circuito de Randles,

com termo para incluir o elemento Warburg, [R([RW]Q)].

AuBI/CB-PVA promoveu uma mudanga consideravel no comportamento da

interface, levando a um diagrama de Nyquist sem semicirculo e, portanto, nenhum pico de —fase

é observado. O mesmo tipo de circuito equivalente ([R([RW]Q)]) foi utilizado para ajustar os

dados, sugerindo um Rct de 634 Q, uma reducgdo de cerca de 8 vezes devido a adicdo das

estruturas metalicas. Além disso, os circuitos montados revelam que a exponencial do elemento

de fase constante, N, é de aproximadamente 0,86 para CB-PVA e 1,1 para AuBi/CB-PVA, 0

que, corroborando com as imagens de MEV, confirma uma superficie mais metalica para este

dispositivo enquanto indica que este fator (a modificacdo) € o principal responsavel pela sua

menor resisténcia.
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Figura 74. (A) Diagramas de Nyquist obtidos por CB-PVA (preto) e AuBi/CB-PVA (

)

na presenca de 1,0 mmol L-* de ferrocenometanol, em KCI 0,1 mol L; Ecg-pva = -3,0 mV,

Eauiice-pva = =39 mV. Gréficos de Bode de —fase (B) ou Z (C) vs. frequéncia, obtidos por CB-
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PVA (preto) e AuBi/CB-PVA ( ) na presenca de 1,0 mmol L-! de ferrocenometanol,

em KCI 0,1 mol L™%; Ecg-pva = —3,0 mV, Eausiic-pva = =39 mV

Todos os dados confirmam que a interacdo entre Au e Bi € muito benéfica para a
oxidacéo direta do EtOH, levando a incrementos de geracéo de corrente extremamente maiores,
na faixa de 10 mais corrente gerada por mesma energia gasta e concentracdo de EtOH. Porém,
esperava-se que o Bi facilitasse a reacdo anddica na varredura catddica, levando a uma maior
vida util do dispositivo, pois este é o processo associado a sua regeneracao de superficie por
dessorcdo de produtos. Infelizmente, nenhum dos resultados indica isso. Assim, desvia-se da
ideia inicial, direcionando o dispositivo proposto para diferentes aplicagOes, principalmente

aquelas que requerem alta producédo de energia em um curto espaco de tempo.
14. CONCLUSAO

Este trabalho teve como objetivo obter uma proporcdo ideal entre particulas
eletrodepositadas de Au e Bi sobre um eletrodo serigrafado, feito com uma tinta condutora de
CB e PVA, preparada em laboratério. A otimizacdo foi realizada com Planejamento de
Experimentos: um planejamento fatorial completo 2* seguido de um planejamento de matriz do
tipo Doehlert. Com o primeiro, foi possivel entender que o potencial aplicado, na faixa
estudada, ndo influenciou a resposta do dispositivo para oxida¢do do EtOH, sendo, portanto,
fixado em —0,8 V. O estudo com a matriz Doehlert revelou que a concentracdo de Au, o tempo
de deposicdo e sua interacdo foram os principais fatores responsaveis pela alta geracdo de
corrente. Porém, a interacdo da concentracdo de Bi com o tempo de deposi¢cdo também
desempenhou um papel importante no processo, desde que a concentracdo de Bi seja
relativamente baixa, em torno de 6,0% do total de metais. Portanto, 0os parametros 6timos
encontrados para este sistema sdo os seguintes: Cay = 2,5 mmol L™, Cgi = 0,15 mmol L,
tempo de eletrodeposi¢cdo = 300 s e E = —0,8 V. Esta configuracdo 6tima promoveu um aumento
de cerca de 103 vezes mais corrente quando comparado com o dispositivo modificado apenas
com Au, principal catalisador do dispositivo. Porém, esperava-se que o0 Bi ajudasse na
regeneracao superficial de estruturas de Au, que sofrem fortes adsorc¢des ao longo do processo
catalitico. Este envenenamento ndo € mitigado na composicéo encontrada e, portanto, dificulta
a aplicacdo do dispositivo como catalisador de célula a combustivel. No entanto, os principais
resultados obtidos apontam para aplicagdes que alta relagdo entre corrente gerada por energia
consumida em curto periodo de tempo, uma vez que a modificacdo proposta tornou o

dispositivo altamente atrativo para oxidacdo de EtOH nestes parametros.
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15. CONCLUSOES GERAIS

Esta pesquisa buscou investigar o uso de particulas metalicas para aplicaces
eletroquimicas e eletroanaliticas, de diferentes formas, em momentos tentando unificar frontes
diferentes de pesquisa, e em outros, mostrando tanto métodos corriqueiros das areas, quanto
aplicacbes ndo-convencionais, como espectroscopia de impedancia eletroquimica n&o-
faradaica.

O primeiro capitulo se trata da tentativa de desenvolver um material multifuncional:
um eletrocatalisador ternario, que possa ser usado tanto para a oxidacao de etanol em células a
combustivel alcalinas de processo direto, quanto para o sensoriamento de moléculas organicas.
Dentre os materiais explorados, o catalisador PdspAgssBios/C demonstrou uma eficiéncia,
quando em andlise de meia-célula, de quase 12,4 maior corrente e 16,5 vezes maior carga
geradas. Em andlises em célula a combustivel real, a 70 °C, o dispositivo se mostrou de
desempenho préximo ao catalisador Pd/C, mas, devido ao baixo custo do catalisador ternario,
existe um incremento em custo beneficio proporcionado pelo mesmo. Em seguida, este
catalisador foi aplicado para a modificagdo de um eletrodo convencional, na deteccdo e
determinacédo de dopamina, como prova de conceito. Nestas condicdes, o dispositivo foi capaz
de responder linearmente para dois mecanismos distintos, também em faixas distintas de
concentragéo: entre 0,2 e 1,0 umol L™* a dopamina é coordenada com os metais do catalisador,
de modo que ocorra uma extingao do pico de 6xidos metalicos, consumidos pelo grupo catecol;
e entre 4,0 e 40 umol L™, que a dopamina é oxidada por uma transferéncia heterogénea de
elétrons, como convencionalmente ocorre em eletrodos sistemas deste tipo.

O segundo trabalho traz a proposta de uma nova tinta condutora, feita com negro de
fumo e poliacetato de vinila, para substituicdo de materiais mais convencionais como sensores
eletroquimicos. A tinta apresenta caracteristicas interessantes, como facilidade no preparo e
aplicacdo, além de secagem relativamente rapida. Quando modificada com nanoparticulas de
Pd, o eletrodo de trabalho foi aplicado para a determinacéo de epinefrina, com resposta linear
de 0,750 a 100 umol Lt e um LOD de 0,051 pmol L. Este dispositivo também teve uma
recuperacao de 91,0 a 115% quando em amostras fortificadas de liquido cerebrospinal sintetico.
Apos, o eletrodo de trabalho foi modificado com camadas automontadas de componentes
organicos, para a determinacdo de a-sinucleina. Com o incremento da resisténcia por interagcdo
entre o par imuno, a resposta do biossensor foi linear no intervalo de 1,5 a 15 pg mL-%, com
LOD = 0,13 ug mL! para amostras preparadas em tamp?o fosfato e de 6,0 a 100,5 pg mL ™,

com LOD de 1,31 pg mL~* para com o preparo em amostras de soro de sangue humano.
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O terceiro trabalho seguiu com a modificagdo da plataforma feita com a tinta do
capitulo anterior, mas mudando-se a abordagem de interesse: a ideia foi a construcdo de um
imunossensor de capacitancia ndo-faradaico. As microflores de ouro foram empregadas para a
modificacdo da superficie de trabalho, uma vez que a contribuicdo com a capacitancia
eletroquimica poderia ser elevada com a variagdo da densidade de estados que particulas
metalicas e de 0xidos metalicos fornecem ao sistema. Também a partir de uma abordagem
envolvendo monocamadas automontadas, a determinacdo de PARK7/DJ-1 foi possivel. Com o
devido preparo, o dispositivo respondeu linearmente entre a concentragdo do antigeno e a
capacitancia da superficie para a faixa de concentracio de 20 a 120 ng mL~%, com LOD de 0,207
ng mL2.

O quarto e dltimo trabalho almejou encontrar uma proporcao em que Bi pudesse
ajudar estruturas de Au a oxidar etanol de maneira mais eficiente e com o minimo de
envenenamento possivel. Utilizando-se de conhecimento prévio da literatura e uma extensa
investigacdo experimental com Planejamento de Experimentos, foi possivel encontrar uma
propor¢do em que os metais funcionassem de modo sinérgico. Os dados tipos como 6timo
foram 2,5 e 0,15 mmol L~ para as respectivas concentracdes de Au e Bi, 300 s como tempo de
deposicéo e potencial de deposicdo igual a —0,8 V. Esta configuragdo promoveu um aumento
de 103 vezes na corrente gerada quando comparado ao Au/C puro, mas ndo encontramos uma
configuracdo em que Bi fosse capaz de dificultar os processos de envenenamento do metal

principal.
16. REFLEXOES

Para o planejamento desta tese de doutorado, muitas questdes foram levantadas. Ao
longo do desenvolvimento destes trabalhos, logo, muitos problemas foram encontrados, e
enfrentados. A ideia de se utilizar um mesmo material para duas frentes de pesquisa que nédo
necessariamente se relacionam, apesar dos conceitos compartilnados da eletroquimica, foi
prontamente questionada pelos revisores do periédico. Com a alegacao de que 0 que estavamos
fazendo ndo era ciéncia, tentaram recusar o aceite. Na visdo compartilhada pelos autores, a
ciéncia deve ser afrontosamente utilizada para derrubar as barreiras que protegem o status quo,
sempre em direcdo ao progresso. Encontrar materiais multifuncionais parece uma abordagem
mais cientifica do que nunca a fazer. Néo significa que € uma tarefa facil: embora o dispositivo
tenha se provado relativamente eficiente em ambas as aplicacbes, ndo foi simples a

interpretacdo dos dados de sensoriamento. A presenca dos metais causa formacao de 6xidos,
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que limitam a janela de trabalho do dispositivo. Uma anélise de estabilidade era mais do que
necessaria, onde a instabilidade das particulas poderia causar uma resposta extremamente
complexa e caotica. A interagdo com o analito também se mostrou intrigante, onde a formagéo
e depois extincdo dos picos dos 6xidos metélicos foi de dificil discussdo. Uma extensa
investigacao da literatura foi necessaria para encontrar possiveis mecanismos que explicassem
o fenbmeno, como a coordenacdo proposta. Embora o trabalho tenha sido publicado, existem
espacos para mais investigacdes académicas neste e em materiais do tipo. Todavia, isso se
mostra um fator pois ndo existem muitos estudos que exploram métodos mais complicados, e a
resposta pode estar nas paginas de um outro documento com assuntos tangenciais a este,
bastando com que sejam encontrados e estudados.

O desenvolvimento de novas tintas condutoras deve ser feito com muito cuidado,
também. Nao ter base tedrica disso pode levar a tomadas de decisGes equivocadas, como tentar
usar solvente numa tinta que ndo precisaria, mas foi misturada de maneira errada, ou o limiar
de percolacdo do material condutor, na viscosidade que o polimero apresenta, ndo foi
respeitado. O uso de colas comerciais pode ser uma boa saida, mas estamos a mercé das
indUstrias, nunca sabendo de fato o que é o material que utilizamos. Assim, passa-se a ter uma
contribuicdo limitada a area, mas que abre o espaco para futuras pesquisas envolvendo o
desenvolvimento de matrizes poliméricas para o uso especifico em tintas condutoras. Para tanto,
deixo registrado que € de interesse da area manter uma viscosidade baixa, com tempo de cura
inferior a 50 minutos. Assim, ela pode ser facilmente espalhada, podendo ter alteracdo de
viscosidade com o incremento de massa dispersa na mesma, e pode secar num tempo habil para
a pesquisa. Ndo é necessario que uma alta quantidade de material condutor seja disperso na
mesma para que ela tenha conducdo aceitavel. A tinta desenvolvida e aqui descrita teve apenas
13% de sua massa em negro de fumo, por exemplo, e é de facil preparo e manuseio, sendo uma
atraente opcao para o preparo de eletrodos.

Alternativas ndo faradaicas e sensores eletroquimicos para capacitancia também sao
raros de encontrar na area. Embora suas aplicacGes sejam mais simples e rapidas que sistemas
faradéico, dificulta-se a discussdo por uma exigéncia maior de investigagdo teorica e
matematica, além de uma falta de material, no geral. Convencionalmente, a regressdo para um
semicirculo é a abordagem utilizada para dados de impedancia eletroquimica, mas quando se
tem momentos de alta resisténcia ou capacitancia, 0s dados brutos fogem da escala possivel de
trabalho em eletrolitos aquosos (de 10° a 102 Hz), tornando a extrapolacido matematica

rigidamente necessaria e dando incerteza a quem investiga. Com a conversdo do diagrama de
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Nyquist para o de Cole-Cole, tem-se a oportunidade de se entender estes materiais mais
complicados, voltando a discussdo para a capacitancia da superficie.

A eletrodeposicao de metais, como explorado com Pd, Au e Bi, é uma ferramenta
util para a eletroquimica, mas precisa ser estudada com cuidado. Baixas concentracbes de
metais podem afetar muito o perfil do dispositivo, como apresentado, e 0 uso de metais pode
encarecer a metodologia a ponto de inviabiliza-la. Aqui, uma ferramenta em ascensao € o
Planejamento de Experimentos. Com analises estatisticas, pode-se observar que nem todos 0s
experimentos de um ensaio univariado é Util, e comportamentos que antes impossiveis de se
observar podem ser a chave para identificar uma combinacgdo 6tima. Um exemplo foi observado
no quarto capitulo, onde AuBi/C foi cerca de 100 vezes mais eficiente que Au/C para a oxidacdo
de etanol, e isso sO foi possivel devido ao modelamento matematico do comportamento do
sistema, obtido com o Planejamento de Experimentos adequado. A partir do planejamento
fatorial completo também foi possivel perceber que, por exemplo, a concentracdo de Bi e 0
tempo de eletrodeposicdo tinham efeito sinérgico, porém negativo, indicando que estes
parametros precisavam estar em condicGes opostas. Este tipo de discussdo ndo é possivel
ajustando uma variavel por vez.

Eletroquimica e eletroanalitica modernas sdo topicos dificeis, com pouca discussdo
em cursos de graduacdo Brasil afora. Muito do conteido que se € aprendido pelos profissionais
da area vem de um estudo intenso de materiais publicados, como este. O Brasil hoje € um forte
expoente cientifico da area e muito se deve a publicacbes com tdpicos relativos aos
apresentados aqui. Logo, este documento se conclui como uma tentativa de incentivar futuras
geracOes, para que busquem respostas para seus resultados complexos, que tragam explorem as
analises mais dificeis, das quais a maioria tenta se esquivar. Espera-se, por fim, que esta tese
elucide algumas técnicas, métodos e abordagens da eletroquimica, para aqueles que desejarem

estudarem-na fervorosamente, como eu fiz dez anos atras.
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