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Resumo

Santos, V. Filmes LbL contendo o nanohibrido Pt-SiPy*Cl" e polieletrélitos aniénicos
como sensores e biossensores eletroquimicos. 2013. 150 p. Tese (Doutorado). Universidade
Estadual de Ponta Grossa, 2013.

Esta tese descreve o uso do polimero cloreto de 3-n-propil-piridinio-silsesquioxano
(SiPy*"CI") como um eficiente estabilizante para sintese de nanoparticulas de platina (NPs-Pt).
Imagens de Microscopia Eletronica de Transmissdo e medidas de espalhamento dindmico de
luz indicaram boa distribuicio das NPs-Pt (3-40 nm) nas cavidades do SiPy'Cl. O
nanohibrido Pt-SiPy*CI" obtido foi utilizado como polication na preparacio de filmes finos
pela técnica Layer-by-Layer (LbL). Para investigacdo das propriedades eletrocataliticas das
NPs-Pt incorporadas ao SiPy*Cl’, obteve-se filmes pela deposicdo alternada dos polianions
poli-2,5-metoxipropiloxi-sulfonado fenilenovinileno (PPV-SO3) e &cido-polivinilsulfonico
(PVS) com o polication Pt-SiPy'CI, nas arquiteturas (PPV/Pt-SiPy'Cl), e (Pt-SiPy'CI’
IPPV),, (PVS/Pt-SiPy*CI), e (Pt-SiPy'CI/PVS),, respectivamente. A deposicdo nos filmes
LbL foi monitorada por espectroscopia de absorcdo na regido do UV-Vis, a qual revelou um
crescimento linear dos filmes a cada bicamada depositada. Além disso, nos espectros UV-Vis
foi constatado que a sequéncia de deposicdo iniciada pelos polianions (PPV-SO3 ou PVS)
apresentou maior absorbancia, indicando que nas arquiteturas (PPV/Pt-SiPy"CI), e (PVS/Pt-
SiPy*CI"), ha mais espécies disponiveis de NPs-Pt na superficie dos filmes. A presenca dos
polieletrolitos nos filmes e a interacdo entre estes foram constatadas por medidas
espectroscopicas de infravermelho (FTIR) e Raman. Nas medidas eletroquimicas para
deteccdo de DA, com os filmes formados por PVS e Pt-SiPy*ClI’, verificou-se que o (PVS/Pt-
SiPy*CI"); apresentou correntes de oxidacdo para a DA mais intensas em meio ao interferente
acido ascorbico (AA), com uma diferenca entre os potenciais de oxidacao igual a 550 mV, em
pH 7. Nos filmes contendo PPV-SO3 e Pt-SiPy"CI verificou-se que a presenca do PPV-SO; é
fundamental para auxiliar as NPs-Pt no processo de transferéncia de elétrons. O filme LbL
(PPV/Pt-SiPy*Cl"); detectou simultaneamente a DA em meio aos interferentes AA e &cido
urico (AU) (AE = 640 mV), com uma diferenga de potenciais de oxidacdo 90 mV maior do
gue a observada com o filme contendo PVS (550 mV). Além disto, melhores valores de
sensibilidade (2,7 pmol L™), limite de deteccdo (LD = 3,19 x 107 mol L™) e limite de
quantificacdo (LQ = 2,07 x 10 mol L™) foram observados nos estudos com o filme LbL
(PPV/Pt-SiPy*Cl")z em relacdo ao PVS. A fim de mimetizar um sistema bioldgico, escolheu-
se o filme LbL (PPV/Pt-SiPy'Cl); para deteccdo de DA confinada nos lipossomos de
dipalmitoilfosfatidil colina (DPPC). Este filme possibilitou uma diferenga de potencial de
oxidacdo de 350 mV da DA encapsulada, na presenca dos interferentes AA e AU. A partir
desta constatacdo, medidas in vitro para a deteccdo de DA em estriados cerebrais de ratos
foram realizadas com sucesso com o filme drop-coated dos polieletrélitos PPV e Pt-SiPy*CI,
imobilizados sobre eletrodo de carbono impresso. Além deste analito, as arquiteturas dos
filmes LbL (PPV/Pt-SiPy’CI), e (Pt-SiPy'CI"/PPV), foram utilizadas na detec¢do de H,0, e
glicose. Apds imobilizacdo de glicose oxidase (GOx) na superficie dos filmes, o biossensor
(PPV/Pt-SiPy*Cl)sGOXx exibiu sensibilidade = 1,17 pmol L™, LD = 27,4 umol L™, LQ = 91,4
umol L™t e k:PP= 2,64 mmol L, valores estes superiores a filmes mais complexos relatados

na literatura, demonstrando a importancia das NPsPt para estes filmes.

Palavras chaves: cloreto de 3-n-propil-piridinio-silsesquioxano, filmes LbL,
nanoparticulas de platina, dopamina, lipossomos e glicose oxidase.



Abstract

Santos, V. LbL Films containing the Pt-SiPy"CI" nanohybrid and anionic
polyelectrolytes as sensors and biosensors electrochemical. 2013. 150 p. Tese (Doutorado).
Universidade Estadual de Ponta Grossa, 2013.

This thesis describes the use of the chloride of 3-n-propyl-pyridinium-silsesquioxane
polymer (SiPy*CI") as an efficient stabilizer for the synthesis of platinum nanoparticles (NPs-
Pt). Transmission Electron Microscopy (TEM) and measurements of dynamic light scattering
(DLS) showed good distribution of NPs-Pt (3-40 nm) in the cavities of the SiPy"CI". The
nanohybrid (Pt-SiPy*CI") obtained was used as polycation in the preparation of thin films by
the Layer-by-Layer (LbL) technique. In order to investigate the electrocatalytic properties,
films were obtained by the alternated deposition of the polyanions poly-2,5-
metoxipropiloxisulfonated-phenylenevinylene (PPV-SO3) and acid (polyvinylsulfonic) (PVS)
with Pt-SiPy"CI™ polycation in the architectures (PPV/Pt-SiPy*Cl),, (Pt-SiPy'CI/PPV),,
(PVS/Pt-SiPy*CI"), and (Pt-SiPy'CI'/PVS),, respectively. The deposition of the films was
monitored by UV-Vis spectroscopy, which showed a linear growth in each bilayer deposited.
In addition, it was observed by UV-Vis spectra that the deposition sequence initiated by
polyanions (PPV-SO3; or PVS) showed higher absorbance, indicating that the architectures
(PPV/Pt-SiPy*CI"), and (PVS/Pt-SiPy*CI’), contain more species of NPs-Pt available on the
surface of the films. The presence of polyelectrolytes in the films and the interaction between
them were verified by Infrared spectroscopic (FTIR) and Raman. Electrochemical
measurements for the detection of DA, with the LbL films from PVS e Pt-SiPy'CI’, showed
that the oxidation currents for the (PVS/Pt-SiPy"CI"); in presence of its interferent the ascorbic
acid (AA) were more intense, with a difference between the oxidation potential equal to 550
mV at pH 7. For the films containing PPV-SOj3 and Pt-SiPy*CI it was found that the presence
of PPV-SO;s is crucial to help the NPs-Pt in the process of electron transfer. The (PPV/Pt-
SiPy*Cl)z LbL film detected simultaneously the DA and the interferents AA and uric acid
(UA) (AE = 640 mV) with an oxidation potential difference of 90 mV higher than the
observed with the (PVS/Pt-SiPy*Cl’); LbL film containing PVS (AE =550 mV). In addition,
the better values of sensitivity (2,7 umol L™), detection limit (LD = 3,19 x 10”7 mol L),
quantification limit ( LQ = 2,07 x 10°® mol L™) were observed in the studies with the LbL
films (PPV/Pt-SiPy*Cl); instead of PVS. In order to mimic a biological system, the LbL film
(PPV/Pt-SiPy*Cl'); was selected to DA detection confined into liposomes from dipalmitoyl
phosphatidylcholine (DPPC). This film provided a difference of oxidation potential of 350
mV of the encapsulated DA, in the presence of AA and UA interfering. In vitro measurements
for the detection of DA in striatal rat brain were performed successfully with drop-coated film
of polyelectrolyte PPV and Pt-SiPy"CI’, immobilized on screen-printed carbon electrode.
Besides this analyte, the architectures of LbL films (PPV/Pt-SiPy'CI), and (Pt-SiPy'CI’
/PPV), were used in the detection of H,O, and glucose. After immobilization of glucose
oxidase (GOx) on the surface of the films, the biosensor (PPV/Pt-SiPy"Cl)sGOx exhibited

sensitivity = 1.17 umol L™, LD = 27.4 umol L™, LQ = 91.4 umol L™ e k° = 2.64 mmol L™,
values greater than more complex films reported in the literature, demonstrating the
importance of NPsPt for these films.

Keywords: chloride of 3-n-propyl-pyridinium-silsesquioxane polymer, LbL films,
platinum nanoparticles, dopamine, liposomes, hydrogen peroxide and glucose oxidase
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Capitulo 1. INTRODUCAO

Com o avango tecnoldgico, o interesse pela combinacdo de materiais organicos e
inorganicos para melhorar propriedades, ou até mesmo obter novas propriedades Unicas e
diferenciadas, tem sido o objeto de estudo de muitos pesquisadores®. Diante desta perspectiva,
0s materiais hibridos organo-inorganicos a base de silica, como os silsesquioxanos, vém de
encontro a este interesse, pois apresentam diversas aplicagdes como carreadores de farmacos?,
dispositivos 6pticos®, materiais adsorventes®, catalisadores® e dispositivos eletroquimicos®,

Dentre os silsesquioxanos, diversos estudos tém sido realizados para investigacdo das
propriedades do polimero cloreto de 3-n-propil-piridinio-silsesquioxano (SiPy*ClI") preparado
por Gushikem et al’ (Patente: BR9803053-A), na Universidade Estadual de Campinas
(UNICAMP). Dentre estas propriedades estdo alta capacidade de troca anidnica®, boa

estabilidade quimica1, alta solubilidade em &gua® e capacidade de formar filmes em diversos

substratos®!?,

Nos Ultimos anos, nosso grupo de pesquisa de desenvolvimento de eletrodos
modificados, (GDEM) da Universidade Estadual de Ponta Grossa (UEPG), tém investigado as
propriedades do polimero SiPy"Cl™ imobilizado em filmes finos nanoestruturados preparado

pela técnica Layer-by-Layer (LbL). Estes filmes tém sido aplicados como sensores

eletroquimicos de substancias diversas como &cido ascorbico (AA)9*#*3 dopamina (DA)9*2

4cido Grico (AU)™, peréxido de hidrogénio (H,0.), glicose, horménios, prometazina* e
outros. Nas diferentes arquiteturas investigadas o polimero SiPy’Cl" tem se mostrado um

excelente polieletrolito catidnico adsorvendo na superficie de diferentes materiais.

Paralelamente a estes estudos, a combinacdo da estrutura quimica do polimero
SiPy"CI" com sais metalicos, tem gerado novas possibilidades de obtencdo de materiais
hibridos nanoparticulados. A existéncia de cavidades intramoleculares no SiPy*Cl" faz com
que este polimero sirva de molde para a formacao e estabilizacdo de nanoparticula metalicas
(NPs-M)*2%°,

A imobilizacdo destas NPs-M pela técnica LbL, tem se destacado por possibilitar o
desenvolvimento de filmes ultrafinos e organizados em nivel nanométrico em diferentes tipos

16,17

de materiais, com simplicidade experimental e baixo custo Para aplicagéo dos filmes
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LbL como sensores e biossensores eletroquimicos, a imobilizacdo de NPs-M é fator crucial
para melhorar a transferéncia de elétrons onde estes filmes sdo aplicados como sensores
eletroquimicos®®.

Dentre as substancias de interesse para investigacdo por eletrodos modificados esté a
DA que atua em funcdes cerebrais com atividade estimulante do sistema nervoso central™®. O
interesse por sua determinacdo se deve ao fato de que desniveis na concentracdo deste
neurotransmissor estdo associados & doencas como o Mal de Parckinson e a Esquizofrenia®.
A possibilidade de obtencdo de um dispositivo nanostruturado capaz de monitorar a
concentracdo de DA em amostra bioldgica real € um dos fatores que levou ao
desenvolvimento deste Doutorado.

Outra substancia de interesse detecgdo é o H,0, um forte agente oxidante amplamente
utilizado nas indUstrias quimicas e de alimentos %*. Este oxidante é considerado um mediador
essencial na inddstria farmacéutica, alimentar, analise ambiental e clinica?. Além disso, 0
H,0, é produzido durante alguns processos quimicos e enzimaticos'®?*. A sua deteccéo pode
ser utilizada como um indicador do progresso de tais processos.

Neste sentido, um dos fatores que impulsionou o desenvolvimento desta tese foi a
exploragdo da propriedade do SiPy*CI” como um eficiente estabilizante para sintese de NPs-
Pt e a imobilizacdo do hibrido gerado (Pt-SiPy"CI") combinado com outros materiais em
filmes LbL. Dentre estes, o acido polivinil sulfénico (PVS) e poli-2,5-metoxipropiloxi-
sulfonado-fenilenovinileno (PPV-SO3), que juntamente com o hibrido Pt-SiPy"Cl" foram
utilizados como modificadores de eletrodos aplicados como sensores eletroquimicos de DA e
H,0..

Esta tese esta dividida em 7 capitulos, sendo este o capitulo 1, contendo a introducéo,
e no capitulo 2 é feita uma revisdo bibliografica contendo os principais topicos estudados,
visando que os leitores tenham subsidio para analisar criticamente os resultados. O capitulo 3
mostra os objetivos gerais da tese, e no capitulo 4 estdo dispostas as etapas realizadas no
procedimento exerimental. Os resultados sdo abordados no capitulo 5 com discussdes
relacionadas a sintese e caracterizacdo das NPs-Pt, preparacdo e caracterizacdo de filmes
drop-coated e LbL, preparacdo de lipossomos, aplicacdo dos filmes como sensores e
biossensores eletroquimicos para deteccdo de DA, H,O, e glicose. As conclusbes sao
mostradas no capitulo 6 e as persectivas de trabalhos futuros complementares aos desta tese,

sdo listados no capitulo 7.
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Capl'tulo 2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 O efeito das nanoparticulas (NPs) em materiais nanoestruturados

A manipulacdo de propriedades existentes nos materiais quando estes séo reduzidos a
nanoescala tem sido o grande desafio da nanociéncia nos ultimos anos. O desenvolvimento de

nanomateriais que apresentam um tamanho médio entre 1 a 1000 nm**®

, tem despertado
grande interesse para a nova realidade tecnoldgica. Um dos motivos que impulsiona este
interesse é que na nanoescala os materiais manifestam propriedades dependentes desta
dimens&o e inexistentes em escalas maiores?®*’. Propriedades estas que tém sido exploradas

em diversas areas, tais como medicina®®?°, eletronica®®®, eletrocatalise®®, sistemas

343 geragdo de energia® e sistemas sensoriais®” .

computacionais

Dentre os hanomateriais investigados nos ultimos anos se encontram as nanoparticulas
metalicas (NPs-M)*®, nanoparticulas de semicondutores*®, nanotubos de carbono (NTC)* e
filmes nanoestruturados*’. A dimensdo reduzida potencializa as interaces na matéria
proporcionando efeitos quanticos que explicam as propriedades exclusivas nesta escala®’.
Muitas destas propriedades estdo diretamente relacionadas com os efeitos eletrdnicos
estruturais, que surgem devido a substituicdo da estrutura eletrénica normal, por uma série de
niveis eletronicos discretos?’. Além disso, surgem efeitos provocados pelo aumento na area
superficial, especialmente em catalises heterogéneas™® e sistemas sensoriais*.

As propriedades relacionadas com o aumento na area superficial das nanoparticulas
(NPs) tém contribuido em diversos setores, principalmente no desenvolvimento de sensores
eletroquimicos™, cujos dispositivos sdo capazes de fornecer informacdes referentes ao meio
em que estdo inseridos através das propriedades redox do sistema®. Nos processos
eletroquimicos, a presenca de nanoestruturas em sensores melhora significativamente algumas
propriedades, como 0 aumento na velocidade do transporte de massa, aumento na atividade
catalitica, aumento na seletividade e sensibilidade, melhora na relacdo sinal/ruido e a
possibilidade de geracdo de materiais com exposicao de planos cristalinos ndo observados nos
materiais convencionais™*’. Além disso, devido a menor quantidade de material ha uma
diminuic&o nos custos de preparacéo destes sensores””.

A melhora das propriedades dos sensores eletroquimicos contendo NPs é explicada

pelo fato destes nanomateriais atuarem como se fossem eletrodos discretos, também
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denominados de nanoeletrodos, onde o resultado final é obtido pela somatéria do processo
redox de cada NP*. Pesquisas descritas na literatura tém demonstrado que a presenca de NPs
intensifica as propriedades sensoriais do eletrodo, tal como a atividade eletrocatalitica. Este

efeito foi observado no trabalho de Masa et al.*®

quando compararam a atividade
eletrocatalitica do processo de reducdo do oxigénio na platina bulk e nas nanoparticulas de
platina (NPs-Pt) imobilizadas no compésito formado por NTC e TiO, mesoporoso dopado
com nitrogénio. O nanompdsito Pt/N-TiO,-CNT, exibiu maior estabilidade no sinal de
corrente e resisténcia a corrosao do TiO, em relacdo a platina bulk suspensa em negro de fumo
ou em NTC dopado com nitrogénio, devido as interacdes fortes entre o TiO, e as NPs-Pt, as
quais possuem maior area superficial que a platina bulk. Zhou et al.>® também mostraram que
as NPs-Pt com aproximadamente 1,85 nm estabilizadas no polimero clorofenil foram
responsaveis por aumentar cerca de trés vezes a atividade eletrocatalitica da reducdo de
oxigénio em relacdo aos catalisadores comerciais de Pt bulk suspensos em carbono.

Além das propriedades relacionadas ao aumento na superficie ativa das NPs, as
propriedades Oticas, eletrbnicas e mecénicas verificadas quando um material atinge a
nanoescala, também tém impulsionado o desenvolvimento de nanomateriais. Por exemplo,
muitos materiais semicondutores podem se tornar isolantes na nanoescala. Isto ocorre devido
ao fato das nanoparticulas apresentarem um band gap néo existente no sélido bulk®. Quanto
menor o tamanho das NPs maior o deslocamento da excitacdo eletrGnica para menores
comprimentos de onda, pois nestas o valor do band gap é maior devido a reestruturacdo dos
niveis energéticos.

As propriedades eletrdnicas e Opticas dos nanomateriais contendo NPs estdo
relacionadas ao efeito de confinamento quantico. Este fendmeno pode ser entendido com uma
aproximagdo ao “modelo da particula na caixa”, onde o tamanho da caixa ¢ dado pelas
dimensdes das NPs®’. Em funcdo disto, as NPs-M podem exibir mudancas de cores
relacionadas a ressonancia dos plasmons, que ocorre devido as oscilagbes dos elétrons de
conducdo, em ressonancia com a luz incidente. Nos estudos de He et al.>, foi constatada uma
dependéncia na absorbancia na radiacdo UV-Vis de nanoparticulas de ouro (NPs-Au) com
diferentes diametros. Os autores observaram que as NPs-Au de diametro entre 12 e 41 nm
apresentaram bandas de absor¢do maxima em 520-530 nm e com aumento do tamanho destas,
h& um deslocamento gradual para comprimentos de onda maiores.

O interesse no controle sobre a morfologia das NPs se deve aos efeitos proporcionados

por pequenas modificagbes no tamanho e nas formas das NPs, os quais influenciam nas
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propriedades fisicas e na reatividade destes materiais®. As propriedades que surgem na
nanoescala estdo relacionadas a menor quantidade de atomos de superficie, sendo que estes
atomos superficiais apresentam um menor nimero de coordenagdo do que os observados no
solido bulk. Além disso, alguns numeros de coordenacdo dos atomos superficiais
nanométricos sao incompletos, fazendo com que os atomos superficiais sejam menos estaveis
termodinamicamente. A elevada energia superficial faz com que os atomos sejam mais
suscetiveis a formar ligacbes em busca de estabilidade e consequentemente tendem a se

agregar>>°

. Isto ocorre, pois a formacdo do material bulk fornece energia que favorece o
crescimento da particula, sendo que a retirada desta energia de ativacao (pela diminuicdo da
temperatura do sistema, por exemplo) resulta num crescimento ‘‘interrompido’’ e desta
forma, permite o controle cinético do tamanho da particula®.

Visando impedir a aglomeracdo das NPs promovida pela alta energia de superficie, o
desafio atual consiste na preparacdo de nanomateriais estaveis e monodispersos com relacao
ao tamanho e forma, que possam ser manipulados sem agregacdo e imobilizados em
substratos sem que haja alteracdes nas suas propriedades®®. Neste sentido, o objeto de estudo
de diversas pesquisas tem sido a investigacdo acerca de novos métodos de sintese que

proporcionem nanoestruturas estaveis.
2.1.1 Sintese de nanoparticulas metalicas

As NPs-M podem ser sintetizadas por métodos que se dividem em fisicos e
quimicos®. Os métodos fisicos sdo conhecidos como top down, e sdo responsaveis pela
formacdo de NPs que vdo da escala macro para micro pela quebra de particulas maiores a
tamanhos nanométricos™. Os métodos quimicos também sdo conhecidos como bottom up e se
baseiam nas reacBes quimicas utilizando precursores moleculares ou atdmicos. Estes
permitem um maior controle sobre as caracteristicas das NPs desejadas além de apresentar
uma maior simplicidade e eficacia®’.

Os diferentes métodos quimicos de sintese de NPs-M envolvem a utilizacdo de agentes
redutores, como o citrato de sodio, boridreto de sodio, &cido formico, hidrazinas e alcoois
saturados e insaturados. A temperatura, pH do meio reacional e dispersdo das espécies de
interesse s30 parametros importantes para manter o controle do tamanho das NPs-M®*.

Para formacdo de sistemas monodispersos, que possui NPs com tamanhos proximos, é

importante que o crescimento das NPs seja interrompido na fase de nucleagdo. O processo de

21



amadurecimento de Ostwald explica a sintese de NPs, onde numa reacdo de precipitacdo, em
condicBes de supersaturagdo e baixa solubilidade, apds a nucleagdo ocorre 0 aumento no
tamanho dos ndcleos ocasionados por processos secundarios de aglomeracdo sobre estes
ntcleos formados®.

Neste sentido, com intuito de interromper o crescimento dos nucleos formados,
diversos métodos de sintese de NPs tém sido investigados. Dentre estes, muitos estudam a
adicdo de agentes passivantes cuja funcdo consiste em evitar a coalescéncias das NPs. A
camada passivadora se liga a superficie das NPs-M evitando a condensacgédo de novas espécies
com o nucleo, evitando desta forma o crescimento do material.

Diversas substancias tém sido utilizadas como passivantes, dentre elas os polimeros®,
surfactantes®® e moléculas organicas com grupos —OH®, ~SH* e —_NH®. A passivacéo das
NPs pode ser dada pela estabilizacdo por cargas, onde ha repulsdo entre as superficies
carregadas das NPs ou pela adi¢cdo de um agente quimico a superficie das NPs, que tem a
funcéo de proteger e evitar a coalescéncia entre os nicleos formados®®. Muitas areas podem se
beneficiar da utilizacdo de NPs-M passivadas dentre estas areas as que envolvem sistemas
sensoriais®’ e a medicina®.

A vantagem da utilizacdo de passivantes na formacdo de NPs-M se deve ao fato dos
colbides passivados serem estaveis em solucdo, podem ser precipitados, filtrados, secos e
redissolvidos sem perder suas propriedades. Além disso, a camada passivadora influencia nas
caracteristicas individuais como a solubilidade, o tamanho, a estrutura e a distribuicéo
espacial, ap6s a secagem do solvente®. Varios trabalhos relatam a utilizagdo de tidis como
passivantes, principalmente na formagdo de NPs-M. Os tidis sdo moléculas que contém
grupamentos hidrofdbicos e hidrofilicos e sua presenca na superficie das NPs-M favorecem a
solubilidade em diferentes solventes organicos, e consequentemente aumenta as
possibilidades de aplicacdo como passivantes de NPs®’.

Brust et al.”®, desenvolveram uma rota sintética de NPs-Au provenientes do precursor
HAuCI,. Estas NPs foram passivadas com dodecanotiol em um sistema de duas fases liquido-
liquido. Simplificadamente, este método consiste em transferir o ion AuCl,” para o tolueno
usando como agente de transferéncia o dodecanotiol. Apos a adicdo de NaBH,4, em poucos
segundos, a fase organica muda de cor laranja para marrom evidenciando a formagéo de NPs-
Au.

Tendo em vista a eficiéncia no método de sintese de NPs-Au por Brust et al.”” muitos

estudos tém sido realizados para otimizar os parametros de sintese de outras NPs-M, tais

22



como de Pt e Ag. Neste sentido, Oliveira et al.”

estabilizaram as nanoparticulas de prata
(NPs-Ag) em dodecanotiol baseado no método de sintese de Brust et al.”” Neste estudo,
alguns pardmetros experimentais de sintese, como a ordem e velocidade de adi¢cdo dos
reagentes foram avaliados. Observou-se que pequenas variacfes levaram as significativas
alteracBes nas caracteristicas finais das NPs-Ag, como o tamanho, estrutura, estabilidade e
auto-organizacao, de modo que amostras mais estaveis e com menor distribuicdo de tamanho
médio (3,8 nm) foram obtidas para as NPs-Ag esféricas com adi¢do rapida do agente redutor
ao meio reacional. Verificou-se que estas NPs-Ag tendem a formar supercristais auto-
organizados em 2 e 3 dimensdes e com maior estabilidade.

Nanoparticulas de platina também foram obtidas pela modificacdo da rota de Brust™.
Um exemplo disto é o trabalho de Castro et al.”” que sintetizaram as NPs-Pt a partir do
H,PtCls e as estabilizaram com dodecanotiol, monitorando o tempo de adi¢do do passivante
para o controle do tamanho das NPs-Pt (1,7; 2,2 e 2,4 nm). Os autores também observaram
que as NPs foram responsaveis pela intensificacdo do sinal de corrente de oxidagdo do
metanol nos estudos eletroquimicos em células a combustivel.

Yang et al.”® utilizaram dois agentes estabilizantes (alquilamina e alcanotiol) durante a
sintese de NPs-Pt e constataram que a afinidade pelo tiol aumenta com o tamanho das NPs-Pt,
enquanto que a afinidade pela alquilamina aumenta com a diminuigdo das NPs-Pt. Por isso, as
particulas menores exibiram maior atividade catalitica na oxidacdo do metanol quando
estabilizadas em alcanotiol, enquanto que as NPs maiores apresentaram maior eficiéncia na
oxidacdo do metanol quando estabilizadas pela alquilamina. Além disso, verificou-se que
qguanto mais intensa a ligacdo entre as NPs-Pt e o estabilizante, menor era a atividade
catalitica apresentada pelas NPs-Pt.

Outra forma de obtencdo de NPs-M é através da rota metalorganica que consiste na
reducdo de ions metalicos provenientes de precursores metalorganicos. Por exemplo, Hou et
al.”, sintetizaram nanoparticulas de niquel (NPs-Ni) a partir do acetilacetonato de niquel
como precuror e o NaBH,; como redutor, na presenca de hexadecilamina e Oxido de
trioctilfosfina. O tamanho das NPs-Ni variou de 3 a 11 nm e essa variacdo de tamanho se
mostrou dependente da razdo hexadecilamina/oxido de trioctilfosfina utilizada.

Um metodo relativamente simples para sintetizar NPs consiste na utilizacdo de
microemulsdes de surfactante e 4&gua, pois fornecem um meio isotropico e
termodinamicamente estavel para a sintese das NPs’®. Chen e Wu'® sintetizaram NPs-Ni

utilizando NiCl, como precursor e hidrazina como agente redutor em uma microemulséo de
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agua e brometo de acetiltrimetilaménio com n-hexano e obtiveram NPs bem dispersas devido
a estabilidade da microemulséo.
Um método bastante versatil para sintese de NPs é o método poliol. Este método

descrito por Fiévet et al.”’

, 0 qual consiste na reducédo de ions metalicos em meio alcodlico.
Geralmente é utilizado um polialcool como o etileno glicol, que atua simultaneamente como
solvente, passivante, agente redutor e meio para o crescimento das NPs’®. Primeiramente
ocorre a dissolugdo do precursor metalico no poliélcool, seguido da reducdo do metal em
solucdo e das etapas de nucleacéo e crescimento’®. As vantagens deste método so: (i) a alta
solubilidade dos sais inorganicos precursores nos poliois; (ii) as etapas de nucleacdo e
crescimento normalmente ocorrem no ponto de ebulicdo do poliélcool; (iii) 0 aumento na
temperatura produz materiais com alta cristalinidade; (iv) a passivagdo ocorre no mesmo
instante que o0s processos de nucleacdo e crescimento prevenindo a coalescéncia
descontrolada das particulas; e (v) os polidis sdo facilmente removidos da superficie das
particulas’”.

O método poliol apresenta um grande nimero de varidveis de sintese, tais como a
temperatura®, a adicdo de agente redutor®’, adicdo de agente passivante®” e adicdo de agua no
meio reacional®, o que possibilita a obtencéo de NPs de diversos materiais.

Silvert e Elhsissen® investigaram a influéncia da temperatura na sintese de NPs-Au
pelo método poliol. Os autores variaram a temperatura de 100 a 196 °C e perceberam que em
temperaturas menores as etapas de nucleacdo e crescimento ocorrem concomitantemente,
levando a formacdo de particulas grandes polidispersas e polimorficas. O aumento da
temperatura faz com que a nucleacdo e crescimento ocorram separadamente, levando a

formacdo de NPs menores. Wu et al.®

prepararam NPs-Ni monodispersas de 9,2 nm,
utilizando hidrazina como agente redutor extra. Os autores notaram que o tamanho das NPs é
dependente da relacdo entre a quantidade de precursor metalico e agente redutor. Silvert et
al.% prepararam NPs-Au utilizando o polimero poli(vinil)pirrolidona (PVP), como passivante
e verificaram uma dependéncia no tamanho das NPs-Au com a quantidade de polimero e
determinaram uma quantidade minima de PVP necessaria para passivar as NPs-Au. Jungk et
al.® sintetizaram 6xido de bismuto de 70-90 nm de didmetro. Os autores verificaram a
dependéncia no tamanho das NPs com a quantidade de 4gua acrescentada ao meio reacional.

Herricks et al.®

investigaram o controle morfologico das NPs-Pt variando a
guantidade de NaNO3 adicionado no processo poliol onde H,PtCls foi reduzido pelo etileno

glicol formando PtCl,* e Pt° a 160°. Os autores verificaram que o aumento na razdo molar
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entre 0 NaNO3; e o H,PtClg de 0 para 11, proporcionou mudancas na morfologia das NPs-Pt
gue passaram de esferdides irregulares com perfis arredondados para tetraedros e octaedros
com faces bem definidas.

Muitos estudos tém sido realizados acerca da sintese de NPs-M em dendrimeros. Estes
sdo macromoléculas monodispersas, altamente ramificadas, com estrutura quimica bem
definida e versatilidade quimica®™. Dentre estes dendrimeros estdo as moléculas de
poliamidoamina (PAMAM) contendo um nucleo de etilenodiamina e 0 PAMAM geragédo 4
(G4) com quatro unidades de poliamidas ligadas ao nicleo de etilenodiamina®. Estes
dendrimeros possuem cavidades intramoleculares que possibilitam a utilizacdo destes como
nanoreatores para sintese de NPs, uma vez que possibilitam a formagdo de NPs
monodispersas™. Este método de sintese se inicia pela mistura da soluc&o de dendrimero com
o precursor das NPs-M, que geralmente € um sal ou acido metélico onde é acrescentado ao

87,17

meio um agente redutor como o acido férmico®"~'. Parametros como luminosidade, agitacao

e tempo reacional devem ser controlados.

1888990 sohre as sinteses de

Desde os primeiros estudos realizados por Crooks et a
NPs-M de Pd, Fe e Au nas cavidades de dendrimeros, véarias pesquisas tém sido realizadas
envolvendo a utilizacdo de dendrimeros como templates para formacédo de outras NPs-M, tais
como Ag*, Au®’ e Pt'’.

Crespilho et al.®” sintetizaram NPs-Au nas cavidades do PAMAM G-4 utilizando
como precursor o sal metalico KAuCl, e como redutor o acido férmico. A evidéncia da
formacdo de NPs se deu pela alteracdo na cor da solucdo que passou de amarela para
vermelha. A formacdo de NPs-Au foi comprovada pelo desaparecimento da banda em 300 nm
dos fons Au** e o surgimento da banda plasménica das NPs-Au em 500 nm no espectro de
UV-Vis. Por imagens de microscopia eletrdnica de transmissdo (MET) contatou-se a
formacdo de NPs-Au monodispersas e bem distribuidas no PAMAM com um tamanho médio
de 3 nm.

He et al.®

sdo pioneiros na utilizagdo de PAMAM contendo NPs-M em filmes
automontados. Os autores prepararam filmes automontados em diferentes substratos
utilizando poliestireno sulfonado como polianion e um hibrido de PAMAM-Au como
polication, devido as cargas positivas provenientes da protonacdo dos grupos aminas destes
dendrimeros. As NPs-Au apresentaram um tamanho médio entre 5-20 nm de didmetro. No
entanto os autores ndo investigaram a transferéncia de carga promovida pelas NPs presentes

nos filmes como foi evidenciado em trabalhos mais recentes. Por exemplo, no estudo
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realizado por Crespilho et al.?’, foi constatado que o transporte de carga entre as camadas do
filme automontado com PVS e PAMAM-Au ocorre por salto de elétrons (electron hopping)
entre as NPs-Au monodispersas presentes no PAMAM automontado, até a superficie do
filme.

Um método de sintese de NPs-M semelhante ao descrito utilizando dendrimeros como
estabilizantes, tem sido desenvolvido em nosso grupo de pesquisa. Este método consiste na
incorporagdo de NPs-M numa matriz de silsesquioxano, e € uma das motivacbes que
impulsionou o desenvolvimento desta tese.

Dentre os estudos realizados em nosso grupo de pesquisa esta a incorporacao de NPs-
Pt nas cavidades internas do polimero SiPy*Cl para formacdo do nanohibrido Pt-SiPy*CI".
Recentes publicagdes mostram a aplicacdo deste nanohibrido como polication na preparacdo
de filmes nanoestruturados pela técnica (LbL)**%. Estes estudos serdo melhores descritos nos
resultados e discussdes desta tese.

Na Tabela 1 é apresentado um resumo de alguns métodos de sintese de NPs-Pt com os

respectivos tamanhos obtidos.

Tabela 1 - Resumo de métodos de sintese de NPs-Pt com seus respectivos tamanhos.

Método de sintese NPs-Pt (nm) | Ref.
Incorporacdo em PAMAM utilizando o H,PtClg como precursor 3 87
Incorporacédo em SiPy*ClI" utilizando o H,PtCls como precursor 3-30 12
Eletrodeposi¢cdo em NTC com ACS* 10-15 93
Suportadas em carbono mesoporoso a partir do H,PtClg. 6 H,O 4-5 94
Suportadas em NTC sulfonados sobre carbono vitreo 2,25 95
Método Poliol com etileno glicol a partir do H,PtCls. 6 H,O 1-6 96
Depositadas em negro de fumo e Al,O; pelo método Poliol 1,7-38 97
Estabilizada em 1-dodecanotiol e dodecilamina 53-12 73
Deposicdo em filmes finos de Al,O; amorfo 05-2 98

* ACS (silica recoberta com alumina)

2.2 Filmes nanoestruturados contendo nanoparticulas

Um dos fatores relevantes para o desenvolvimento de dispositivos nanoestruturados
baseados em NPs-M tem sido a utilizacdo de métodos que possibilitem a preparacdo destes

com controle em nivel molecular. Para isso, uma das etapas importantes consiste na
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imobilizacdo dos nanomateriais sem prejudicar o carater nano e impedindo a aglomeracao das
NPs'®?. Neste sentido, as técnicas de preparacdo de filmes nanoestruturados tém
demonstrado ser uma ferramenta importante no desenvolvimento destes dispositivos em
inlmeras pesquisas.

Uma das vantagens da utilizacdo de filmes finos € o baixo custo decorrente da pequena
quantidade de material utilizado durante a preparacdo®’. Além disso, quando estes s&o
utilizados na construcdo de sensores e biossensores, eles possibilitam a detecgéo de tracos de
espécies eletroativas®®. Outra vantagem é a imensa quantidade de compostos que podem ser
utilizados na construcdo destas estruturas possibilitando a obtencdo de diversas arquiteturas
miniaturizadas®. Diversas técnicas tém sido empregadas para a construcdo de filmes
ultrafinos contendo NPs-M, tais como a drop-coating'®, spin-coating™®, dip-coating'®, spin-
coating-electrostatic assembled (SCESA)'® Langmuir-Blodgett (LB)'* e Layer-by-Layer
(LbL)17’105.

A imobilizacdo de NPs-M na forma de filmes finos pode proporcionar extraordinarias
propriedades fisicas e eletrdnicas em termos de transferéncia de elétrons decorrente ao

aumento na area superficial®

. Além disso, as NPs podem servir como suportes para
imobilizacdo de biomateriais intensificando a transferéncia eletronica em filmes finos
aplicados como biossensores'®. No entanto, embora as diferentes técnicas de preparacdo de
filmes finos tenham se apresentado como uma excelente estratégia para imobilizacdo de NPs,

o efetivo controle na espessura destes filmes tem se mostrado um fator crucial em diversas
pesquisas9® %

A preparacdo de filmes drop-coated consiste basicamente em gotejar a solucdo
contendo a substancia de interesse sobre a superficie de um substrato sélido e aguardar a total
evaporacdao do solvente. Apds evaporacdo do solvente, um filme fino é formado sobre a
superficie do substrato. A espessura do filme pode ser controlada por mudancas na
concentracdo da solugcdo. Além disso, a evaporacdo o solvente pode ser acelerada por
aguecimento ou pela diminuicdo na pressdo utilizando uma bomba a vécuo®. Esta técnica
representa um método facil e rapido para modificacdo de eletrodos utilizados como sensores
eletroquimicos.

A utilizacdo da técnica de drop-coating para a incorporacdo de NPs-M foi estendida

por Zhang et al.%’

, com a dispersdo de NPs-Pt e NPs-Au sobre a superficie de carbono vitreo.
Este sensor foi aplicado na oxidacdo de monoxido de carbono e metanol e a partir dos

resultados obtidos foi demonstrado que as melhores respostas eletroquimicas foram obtidas
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com o sensor contendo as NPs em relagéo ao eletrodo de platina bulk, devido a intensificagdo
no sinal de corrente de oxidacdo proporcionada pelo aumento do nimero de sitios ativos no
filme.

Outra técnica bastante empregada em funcdo de sua versatilidade é a dip-coating. Os
filmes dip-coated sdo obtidos pela imersdo de um substrato sélido na solucdo contendo a
substancia de interesse por um determinado tempo. Apds emersdo do substrato e evaporacdo
do solvente, o filme é formado sobre a superficie do substrato. A espessura do filme é
dependente da concentracdo da solucdo e do tempo de imersdo'®%. Esta técnica dip-coating

102 Neste trabalho imobilizou-

também foi utilizada para imobilizacdo das NPs-Au e NPs-Pt
se uma suspensdo de nanotubo de carbono de parades multiplas (MWCNTSs) e Nafion (NF)
sobre as matrizes de carbono vitreo (GC), ITO e ouro, obtendo a arquitetura f-MWCNTs-NF.
Sobre estes filmes ( f ), as NPs-Pt e NPs-Au, provenientes da mistura de solugcbes de K,PtClg
e KAuCly 3 H,0, foram eletrodepositadas obtendo-se a arquitetura (f-MWCNTSs—NF-PtAu).
Este filme foi aplicado como um sensor eletroquimico na determinacdo simultanea de AA,
epinefrina (EF) e AU. O sensor se mostrou eficiente, uma vez que oxidou os interferentes em
potenciais diferentes (0,07 V para o0 AA, 0,29 V para a EF e 0,42 V para o AU), com bons
valores de separacao de picos de oxidacao (0,22 V entre 0 AA e 0,13 V parao EF e 0,13 V
entre a EF e 0 AU).

Os filmes spin-coated sdo obtidos apds gotejar a solucdo contendo a substéncia de
interesse sobre a superficie de um substrato sélido em constante movimento rotacional.
Parametros como a concentracdo da solucdo e velocidade de rotacdo, sdo fundamentais para
determinacéo da espessura dos filmes'®.

Betsarkis, et al.1%

utilizaram a técnica spin-coating para dispersar NPs-Pt e de SnO,
sobre silicio. Os filmes foram preparados a partir de uma dispersédo coloidal na qual a NPs-Pt
foram introduzidas pela adicdo de tetracloroplatinato de aménio. Apds tratamento térmico a
400 ° C, um tamanho meédio de NPs entre 20 e 25 nm foi observados em imagens de MET.

A técnica spin-coating electrostatic self-assembly*'

permite uma fabricacédo réapida de
filmes finos formados por estruturas de multicamadas carregadas bem organizadas. Apesar de
pouco explorada, é aplicada a uma grande variedade de heteroestruturas sobre substratos
s6lidos. An et al.'® adotaram este método para imobilizar uma camada de NPs de CdSe (~6
nm de didmetro) derivadas do &cido carboxilico sobre uma superficie carregada positivamente
contendo uma camada de grupo amino. A morfologia desta monocamada automontada,

revelada por medidas de miscroscopia de forga atbmica (AFM), mostrou uma rugosidade (rms
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= 0,390 nm) muito menor do que quando comparada com a mesma amostra contendo
estruturas randémicas, preparada pela imersdo dos filmes na solucdo (rms = 0.418 nm).

A técnica Langmuir-Blodgett, assim como a acima citada, permite a obtengdo de NPs
em multicamadas, porém, estas sdo dispostas sobre um substrato com maior organizacao
molecular, permite o controle da espessura das monocamadas com maior eficiéncia e
possibilita a formacdo de monocamadas nanoestruturadas homogéneas. Para obtencdo de
filmes LB, a substancia de interesse é dissolvida em um solvente organico (insoltuvel em
agua) que é espalhado numa subfase aquosa presente numa cuba denominada cuba de
Langmuir. Apos a evaporacdo do solvente e com a utilizacdo de barreiras mdveis, a camada
monomolecular na interface dgua/ar denominada filme de Langmuir é comprimida até um
substrato solido, formando o filme LB, por meio da imersdo e retirada deste substrato.
Sucessivas imersées possibilitam a formagao de filmes LB contendo diversas camadas™.

Cavaliere-Jaricot et al.*'?

prepararam um filme LB com NPs-Pt dispersas em &cido
graxo. Este filme foi utilizado para avaliar a atividade eletroquimica na reacdo de reducéo do
oxigénio em meio acido. Os autores verificaram uma grande dependéncia na corrente de
reducdo do oxigénio com a quantidade de NP-Pt disponiveis no eletrodo. Esta quantidade de
NP-Pt na superficie do filme LB foi controlada pelo nimero de camadas depositadas. Foi
constatada a maxima eficiéncia do filme LB na reducdo do oxigénio com o filme contendo 2,4
g cm 2 de NP-Pt disponiveis na superficie do eletrodo.

Embora a técnica LB apresente algumas vantagens em relacdo as outras técnicas
descritas, ela apresenta algumas limitacGes. Esta técnica requer o uso de equipamentos
especiais, a transferéncia das monocamadas pode apresentar dificuldades e consequentemente
ser lenta e € necessario que o solvente seja volatil e insoltvel em agua. Além disto, a técnica
exige ambientes sofisticados e laboratorios extremamente limpos o que encarece a utilizacédo
da técnica.

Neste sentido, a técnica que tem se mostrado bastante atraente na formagéo de filmes
finos contendo NPs, é a técnica LbL, pois além da obtencdo de monocamadas contendo
estruturas organizadas, nao requer a utilizacdo de equipamentos sofisticados. Em funcéo da
simplicidade experimental, esta foi a técnica utilizada nesta tese e sua descricdo sera

explorada a seguir.
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2.2.1 Filmes LbL contendo nanoparticulas

A técnica camada por camada LbL (do inglés Layer-by-Layer) ou de automontagem
(do inglés Self-Assembly) foi proposta pela primeira vez no inicio da década de 1980, no
trabalho pioneiro de Sagiv e anos mais tarde reformulada por Decher'®. Os filmes sdo
formados pela adsorcdo alternada de camadas nanométricas de substancias com cargas
opostas na superficie de um substrato sélido. A formacdo dos filmes LbL ocorre por
interacBes eletrostaticas entre as camadas depositadas™.

A técnica LbL consiste na adsorcdo espontanea, quimica ou fisica, de camadas
ultrafinas de materiais sobre a superficie de um suporte solido, a partir de suas solucdes. A
Figura 1, esquematiza a preparagdo do filme LbL que inicia com a imersdo de um substrato
solido, carregado por exemplo, negativamente, em uma solucdo catidnica, de maneira que
uma camada do polication adsorva na superficie do substrato'®?’. Em seguida, apds imers&o
do substrato em uma solucdo de lavagem utilizada para remocdo das espécies que nao
adsorveram na superficie do substrato, o substrato € imerso na solu¢do aniénica, promovendo
a adsorcdo do polianion na camada previamente adsorvida de polication. Apos a lavagem
deste, obtém-se uma bicamada. A repeticdo do processo permite a construcdo de filmes

compostos por quantas camadas forem desejadas™.

polidnion

lavagem
10

polication lavagem
10s

Figura 1- Esquema de preparacdo de filmes LbL para a formacéo de uma bicamada.

As interacOes existentes entre a superficie do substrato e entre as camadas depositadas
nos filmes LbL séo autolimitadas ocorrendo somente enquanto houver sitios de ancoragem
disponiveis. Utilizando-se polieletrolitos altamente carregados as interagdes sao
predominantemente eletrostaticas, mas também pode haver interacdes secundarias do tipo
Van der Waals e ligagdo de hidrogénio e interacdes mistas''®. Estes filmes sdo organizados

116

contendo espessura nanométrica™ . Quando os polieletrdlitos utilizados na constru¢do dos

filmes LbL sdo parcialmente carregados, verificam-se filmes LbL mais espessos. No entanto é
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possivel controlar a espessura destes filmes com um rigoroso controle no pH das solugdes dos
polieletrélitos™’.

O emprego da técnica LbL para a imobilizacdo de NPs deve-se a sua simplicidade
experimental, baixo custo, evita a aglomeracdo das NPs, forma filmes altamente
organizados, além da grande variedade de compostos que podem ser combinados com
estas nanoestruturas e sequencialmente imobilizados num substrato sélido®. A técnica
abre novas oportunidades para que possamos alcancar um modelo ideal de superficie, cujas
propriedades sdo controlaveis™*®.

Dentre as aplicagdes dos filmes LbL estd o diagnostico e monitoramento de
doencas, pois a versatilidade da técnica permite a imobilizacdo de material biolégico como

as enzimas'*®

. A partir desta técnica e possivel minimizar a desnaturagdo das enzimas, pois
o processo de adsorcdo ocorre em solucdo aquosa, sob condicbes brandas*®. Para
aplicacdo dos filmes LbL como sensores e biossensores eletroquimicos, a imobilizacdo de
NPs é fator crucial para melhorar respostas de sinais de transferéncia de elétrons como o
aumento na sensibilidade e diminuicdo no limite de detecgdo (LD)™.

A Tabela 2 apresenta um sumario com recentes pesquisas voltadas a utilizacdo de

filmes LbL contendo NPs-M no periodo de 2009 a 2012.

Tabela 2 - Pesquisas recentes sobre filmes LbL contendo NPs-M (2009-2012).

Filme LbL Descricéo dos constituintes dos filmes NPs Ref.
[NP-Pt/(CNT),] CNT = nanotubos de carbono Pt 121
(HRP/NP-AuU), HRP = horseradish peroxidase Au 122

(PSS/TiO,/PSS/NP-AU), PSS = poli (estirenossulfonato) Au 123
(RGO/NP-AU), RGO = 6xido de grafeno reduzido Grafeno/Au 124
CNT = tubos de carbo
NP-Pt-CNT-CS nanotu . > de carbono Pt 125
CS = quitosana
(PVS/NP-Pt-SiPy*Cl); PVS = 4cido poli(vinil sulfonico) Pt 12
DENs = PAMAN
(NP-Pt-DENS/CNT) Pt 126
CNT = nanotubos de carbono
{Hb/Fe;0,@Pt}, Hb = hemoglobina Pt 127

Nos estudos onde os filmes LbL sdo aplicados como sensores eletroquimicos, a

presenca de NPs-M tém sido crucial para auxiliar o processo de transferéncia de elétrons na

17
l.

superficie dos eletrodos. Por exemplo, Crespilho et al.”" prepararam filmes LbL contendo
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NPs-Pt incorporadas ao dendrimero poliamidoamina (PAMAM) alternado com &cido
polivivilsulfonico (PVS). O filme contendo 10 bicamadas de PVS/Pt-PAMAM sobre ITO foi
utilizado como eletrodo de trabalho para a oxidagdo do metanol. Os autores verificaram que o
sensor ndo respondeu a oxidacdo de metanol em potenciais abaixo de 1,0 V e sim, somente
quando o eletrodo foi ciclado em 1,3 V. De acordo com os autores, 0 PAMAM pode bloquear
0s sitios ativos das NPs-Pt impedindo o fluxo de metanol. No entanto, em potenciais maiores
que 1,0 V ocorre a oxidacdo do PAMAM, aumentando a disponibilidade das NPs-Pt e

acarretando a oxidacdo de metanol em 0,87 V.
2.3 Propriedades do cloreto de 3-n-propil-piridinio-silsesquioxano

As combinacdes de compostos organicos com inorganicos visando a formacdo de
materiais hibridos tém sido a motivacdo de muitas pesquisas em funcdo do interesse
comercial, pois ha uma melhora das propriedades Opticas, mecénicas, térmicas e quimica,
dando maior flexibilidade e processabilidade destes materiais™?’.

Diversos materiais hibridos organicos-inorganicos a base de silica tém apresentado
inimeras aplicacdes tecnologicas, dentre elas como materiais adsorventes para processos de
separacdo®, catalisadores®, revestimentos protetores'?®, carreadores de farmacos?, dispositivos
6pticos® e sensores eletroquimicos®.

Dentre os materiais hibridos a base de silica estdo os silsesquioxanos. Estes sdo
obtidos a partir de um organossilano, um precursor organico responsavel pelo alto grau de
incorporacdo de grupos organicos. Todos os d&tomos de silicio presentes nos silsesquioxanos,
proveniente do organossilano, se encontram ligados a um grupo organico. Esta € a principal
caracteristica que diferencia os silsesquioxanos dos outros hibridos & base de silica?’.

O grupo organico do organossilano dos silsesquioxanos pode estar ligado na forma de
ponte entre dois ou mais atomos de silicio ou pendente ao silicio. A natureza do grupo
organico, assim como o seu tamanho de cadeia, propriedades eletrénicas e flexibilidade s&o
determinantes na forma destes materiais 0s quais podem se apresentar na forma parcialmente
ou totalmente reticulada. Além disso, a solubilidade e o tamanho da rede oligomérica dos
silsesquioxanos também s&o dependentes do grupo organico™?’.

Materiais hibridos que contém ligacOes covalentes entre 0s componentes organicos e
inorgdnicos podem apresentar auto-organizacdo estrutural. Nos silsesquioxanos, esta

propriedade é determinada pela rigidez do grupo organico ligado quimicamente a parte
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inorganica destes materiais. O tamanho da cadeia orgéanica do organossilano além de
participar da auto-organizacdo, influencia nas dimensdes dos poros que estes materiais
apresentam. Exemplos de materiais hibridos que apresentam auto-organizacdo Sdo 0S

materiais & base de silica que contém grupos carregados positivamente?’

, tal como o
polimero cloreto de 3-n-propil-piridinio-silsesquioxano (SiPy"CI"), cuja estrutura é ilustrada

na Figura 2.

Figura 2 - Estrutura idealizada do cloreto de 3-n-propil-piridinio-silsesquioxano (SiPy"CI). Para simplificar,
foram omitidos os 4&tomos de hidrogénio dos atomos de carbono (Patente: BR9803053-A)’.

O polimero SiPy*CI sintetizado por Gushikem et al.” (Patente: BR9803053-A)
apresenta alta capacidade de troca anidnica, boa estabilidade quimica, alta solubilidade em
4gua e capacidade de formar filmes em diversos substratos, tais como grafite, vidro, silica'*,

silica recoberta com Al,03%°, fibras de celulose modificadas com Al,05'°, vidro recoberto

com 6xido de estanho dopado com fltor (FTO)?, quartzo®?, prata®® e silicio9. A formacéo de

filmes revestidos com este polimero foi bastante explorada pelo grupo de pesquisa da
UNICAMP, sendo alguns exemplos relatados a seguir.

A capacidade de troca anionica do SiPy*Cl foi verificada por Fujiwara et al.® que
investigaram a adsorcgdo de FeCls, CuCl,e ZnCl, sobre um filme de SiPy"CI" imobilizado na
superficie de silica gel recoberta com um filme fino de Al,O3, formando complexos anidnicos
representados por (SiO,:Al,03:SiPy")m [MClym]™. Por medidas de ressondncia magnética
nuclear (RMN) verificou-se que o filme foi fortemente aderido na superficie por meio da
ligagdo Si-O-Al, demonstrando uma &rea superficial especifica (Sger = 233 m? g?) e uma

excelente capacidade de troca anidnica de 1,04 mmol g™*. O coeficiente de equilibrio, k,
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determinado para cada espécie de complexo indicou uma alta afinidade do filme com as
substancias adsorvidas.

Diferentes substratos como SiO,, SiO./Al,0s, Al,Os, celulose/Al,03®, C-grafite e
AlIPO, revestidos com um filme fino de SiPy'Cl™ foram utilizados como suporte para
imobilizar espécies eletroativas como ftalocianina e porfirinas metaladas, com o objetivo de
preparar sensores eletroquimicos’. Como exemplo destes trabalhos tem-se o recobrimento do
SiPy*CI sobre superficie de fosfato de aluminio mesoporoso (meso-ALPO). Sobre o filme
preparado, ALPO/SiPy*CI’, foi imobilizada a ftalocianina tetrasulfonada de cobalto, CoTsPc,
por troca iénica. O filme AIPO./SiPy*/CoTsPc*, quando utilizado como sensor eletroquimico
para oxidagdo de 4cido oxalico, apresentou baixo limite de deteccéo (LD) (1,0 x 10” mol L™)
e foi observado que os processos de transferéncia de elétrons com o centro metalico do
material sdo mais rapidos que os processos de difusdo do acido oxalico para a superficie do
eletrodo®.

Alfaya et al.'*® observaram uma forte aderéncia do SiPy*Cl™ sobre uma superficie
polida de grafite e por meio de uma reacéo de troca idnica a espécie eletroativa [Fe(CN)g]*
foi adsorvida sobre este filme. O eletrodo resultante (grafite/SiPy*)s[Fe(CN)s]*, além de
guimicamente estavel, resultou num potencial sensor eletroquimico para a oxidacéo de acido
ascorbico (AA) (LD = 0,25 x 10 mol L™, sensibilidade = 0,25 x 10®° mol L™, no intervalo de
0,25 x 10* e 2,5 x 10” mol L™), quando utilizado para determinacéo de vitamina C em
tabletes e em sucos de laranja.

Lucho et al.'!

também evidenciaram uma excelente capacidade de troca anidnica (1,09
mmol g™) ao recobrir a superficie de Al,O3 com o polimero SiPy*ClI’, valor este préximo ao
verificado por Fujiwara et al.®. Sobre este material, foi imobilizada a CoTsPc a partir de uma
reacdo de troca iénica, com um rendimento de 40 umol g*. As propriedades eletroquimicas
do material AISiPy/CoTsPc foram avaliadas na detec¢do de acido oxalico por medidas de
cronoamperometria e com de LD igual a 0,5 mmol L™ A partir da espectroscopia de
impedancia verificou-se uma resisténcia de transferéncia de carga para o material igual a 43 Q
cm?.

Outro eletrodo desenvolvido para a determinacdo do acido oxalico foi obtido por
Arguello et al.** a partir da mistura de SiPy*CI" e carbono ceramico, e sobre esta superficie
foi aderida a CoTsPc. Dos resultados voltamétricos, foi verificado que o polimero SiPy*'CI
foi fundamental para impedir a lixiviagdo da CoTsPc depositada sobre o carbono ceramico e

para assegurar a dispersdo adequada na rede sol-gel. O eletrodo obtido exibiu um LD (7,1 x
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10® mol L™) menor que o obtido com o AISiPy/CoTsPc?, acima citado, na oxidacao de acido
oxalico.

Muxel et al.** utilizaram o polimero SiPy*ClI" para recobrir a superficie de um bastio
de grafite para a preparacdo de um eletrodo ion seletivo potenciométrico para a determinacao
de Cr(VI) em amostras de aguas residuarias de industrias de galvanoplastia e de couro. Apds
preparacdo da arquitetura grafite/SiPy*Cl", esta foi imersa por 20 minutos numa solucéo de
K,Cr,07, 1.0 x 10 mol L™, pH 4, obtendo-se ap6s lavado com é&gua destilada e seco a
temperatura ambiente o eletrodo modificado grafite/SiPy"CI7HCrO,4. O eletrodo exibiu uma
resposta Nernstiana rapida (15 s) para Cr(V1) entre as concentracdes 3,1 x 10° e 1,8 x 107
mol L™ e LD de 2,8 x 10° mol L™. O sensor exibiu um tempo de vida Gtil de 6 meses com
boa reprodutibilidade.

A Tabela 3 resume os resultados de concentracdo obtidos por voltametia ciclica,
cronoamperometria e potenciometria com diferentes eletrodos contendo o SiPy'CI

imobilizado.

Tabela 3 - Comparagio dos resultados obtidos com diferentes eletrodos contendo o SiPy*CI™ imobilizado com
valores obtidos pelo método padrdo®.

Eletrodo / técnica Analito /Amostra Xg ,:IO drgg I;)/I;Ctl?gg
(SiO,/SiPy"),CoTsPc* Acido oxalicoem | AL) 2,22 Al) 227"
voltametria ciclica2 espinafre g/100 g A2) 0,97 A2) 0,98
135
(SiO/ALLO4/SiPy*),CuTsPc* A1)1,01 Al) 1,038
Cronoamperometria** AA em tabletes g/g A2) 0,47 A2) 0, 476
(Grafite/SiPy")[Fe(CN)g]* Al) 1,02 Al) 1,002**
19 AA em tabletes g/g
Cronoamperometria A2) 1,04 A2) 0,996
(Grafite/SiPy")4[Fe(CN)e]* Al) 0,36 Al) 0,342'3¢
19 AA em sucos g/L
Cronoamperometria A2) 0,25 A2) 0,235
Q S Sacarina em adocante Al)116 A1) 121
Grafite/SiPy"/ - N artificial (p0) ma/lg | A2) 25,9 A2) 24,8
;5\ = 138
"% Sacarina em adocante | A1) 65,3 Al) 68,9
Potenciometria™’ artificial (liquido) mg/g | A2) g2 A2) 83,2

Al e A2 se referem a valores encontrados para diferentes amostras.
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Em funcio das propriedades do SiPy’Cl" como a excelente capacidade de troca
anionica, alta solubilidade em &gua, estabilidade eletroquimica e aplicagdes eletroanaliticas,
nosso grupo de pesquisa GDEM, tem estendido a investigacdo das propriedades do polimero
SiPy*"CI" imobilizado em filmes finos nanoestruturados, preparados pela técnica LbL. Estes

filmes tém sido aplicados como sensores eletroquimicos de substancias diversas como AA*,

DA9, AU, H,0,, glicose, prometazina™ e outros. Nas diferentes arquiteturas investigadas o

polimero SiPy"CI" tem se mostrado um excelente polieletrdlito catidnico adsorvendo na
superficie de diferentes materiais®*?*3*,

No trabalho de Jesus et al.®, o polimero SiPy*CI" se mostrou um eficiente polication
alternado com a (CuTsPc) para a preparacdo de filmes LbL sobre FTO. Por medidas de XPS
dos filmes (CuTsPc/SiPy*Cl), e (SiPy'CI/CuTsPc), (onde n = 5 bicamadas) foi possivel
constatar maiores interacdes entre o precursores dos filmes quando estes sdo depositados na
sequéncia (SiPy'CI'/CuTsPc)s, pois a razdo atdbmica obtida entre Cu/Na para a arquitetura
(SiPy"CI/CuTsPc), foi de 0,14 contra 0,036 obtida com (CuTsPc/SiPy*Cl/),. Estudos da
determinacdo seletiva de DA na presenca de excesso de AA, mostraram que 0 SiPy'CI
presente no filme (SiPy"CI/CuTsPc)s foi essencial para a ancoragem da substancia eletroativa
CuTsPc, quando comparado com o filme contendo a CuTsPc na parte interna,
(CuTsPc/SiPy*CI)s.

O mesmo eletrodo foi explorado por Jesus et al.'*

na investigacdo da oxidacdo de
prometazina hidroclorada em formulagdes comerciais de Fenergan® e Lisador®. Foram
observados dois picos de oxidacdo, em 0,48 e 0,79 V. Verificou-se que o filme LbL (SiPy'CI
/CuTsPc)s oxidou a prometazina fornecendo correntes de oxidacdo mais intensas do que as
observadas em relacdo aos eletrodos de FTO (sem modificacdo) e aos eletrodos dos
precursores, (SiPy'Cl)s e (CuTsPc)s. Além disso, o eletrodo exibiu menores valores de LD e
limite de quantificacdo (LQ), sendo 8,71 x 10° mol L™ e 9,31 x 10® mol L™, respectivamente,
quando comparados com outros eletrodos como eletrodo de carbono vitreo, eletrodo de grafite
modificado com liquido i6nico e eletrodo de diamante dopado com boro.

Paralelamente a estes estudos, a combinacdo da estrutura quimica do polimero
SiPy"CI" com sais metalicos, gerou novas possibilidades de obtengdo de materiais hibridos
nanoparticulados. A existéncia de cavidades intramoleculares no SiPy*Cl" faz com que este
polimero sirva de molde para a formacéo e estabilizacdo de NPs metalicas™®*>
Recentes pesquisas mostram a utilizacdo de silsesquioxanos como estabilizantes para

imobilizagdo de NPs-M. Menezes et al.™ prepararam NPs-Au menores que 10 nm utilizando
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dois tipos de silsesquioxanos carregados, o SiPy'Cl” e o cloreto de propil-azonia-4-
azabicliclo[2.2.2]octano (SiDb*CI") , como agente estabilizador. O sistema contendo NPs-Au
foi imobilizado sobre silica recoberta com éxido de aluminio para preparagdo de eletrodos de
pasta de carbono (EPC) utilizado na eletrooxidacio de nitrito. O eletrodo Au-SiPy'CI”
mostrou maior corrente de oxidagdo para o nitrito do que outros eletrodos testados sem NPs-
Au. Esta maior corrente foi atribuida a presenca das NPs-Au no eletrodo que auxiliaram no
processo de transferéncia de elétrons. Além disso, a corrente de oxidacdo do nitrito obtida
com o eletrodo Au-SiDb*CI™ foi menos intensa do que a obtida com o eletrodo Au-SiPy"CI".
De acordo com o0s autores, este comportamento distinto dos eletrodos frente ao nitrito, esta
relacionado com as diferentes estruturas dos silsesquioxanos, pois enquanto o SiDb*CI™ é
alifatico o SiPy"Cl™ apresenta elétrons m aromaticos que podem acontribuir na transferéncia
de elétrons.

A exploracéo acerca das propriedades do SiPy'Cl" como estabilizante para sintese de
NPs-Pt, e posterior imobilizacdo em filmes LbL para avaliar a influéncias das NPs em
sensores eletroquimicos, foi um dos fatores que motivou a realizacdo desta Tese. As
substancias de interesse para determinacdo com os filmes LbL preparados com NPs-Pt
incorporadas ao SiPy"Cl foram a DA e o H,0,. Por esse motivo, conceitos importantes

relacionados a este tema serdo abordados sequencialmente.

2.4 Recentes avancos sobre os analitos Dopamina e Perdxido de Hidrogénio

2.4.1 A dopamina e o desenvolvimento de sensores eletroquimicos

Eletrodos modificados tem sido uma excelente ferramenta para obtencdo de novos
sensores aplicados na determinacdo de diversos analitos como a DA. Este neurotransmissor
atua em funcdes cerebrais com atividade estimulante do sistema nervoso central*®. Este
neurotransmissor € encontrado em tecidos e amostras biolégicas na ordem de
aproximadamente 1,0 x 10® a 1,0 x 10° mol L. A DA é uma catecolamina sintetizada a
partir da tirosina da regido mesencefalica denominada substancia negra, parte compacta. Esta
regido possui esse nome por apresentar coloracdo escura decorrente a alta quantidade de
células produtoras de DA que se oxidam & melanina, um pigmento de coloracéo escura®®. A
DA é obtida a partir da descarboxilizacdo da L-DOPA proveniente da oxidacdo do

aminoéacido L-tirosina de acordo com o mecanismo da mostrado na Figura 3 (a).
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A doenca conhecida como Mal de Parkinson é causada pela degeneragédo
progressiva de células da substancia negra, que libera DA numa regido do cérebro
denominada corpo estriado. Este, localizado na base do cortex cerebral, é responsavel pelo
controle de movimentos voluntarios e é estimulado pela DA proveniente da substancia negra.
O desequilibrio quimico causado pela morte das células que produzem a DA afeta os
movimentos, provocando paralisia, rigidez do corpo, alteragcbes posturais e tremores de
repouso®’. A Figura 3 ilustra a localizacdo do estriado cerebral humano (Figura 3 (b)) e de
rato (Figura 3 (c)) onde é possivel observar que o estriado no rato € proporcionalmente maior

que o estriado humano.
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Figura 3 - (a) Via de sintese de DA obtida a partir do aminoécido L-tirosina™. (b) Representacéo da regido do

estriado cerebral humano® (c) estriado cerebral de rato™*'.

Além do Mal de Parkinson, desniveis na concentracdo de DA em tecidos cerebrais
estdo associados a Esquizofrenia'®®. Por esse motivo, pardmetros como sensibilidade e
seletividade sdo de grande importancia para a sua detec¢ao.

Para determinacdo deste neurotransmissor, diversos métodos sdo utilizados,
destacando-se 0s métodos espectroscopicos, cromatogréaficos e eletroquimicos®®. Por
exemplo, Cunha et al.**® determinaram os niveis enddgenos de DA e seus metabdlitos néo-
conjugados, 3,4-di-hidroxifenilacético (DOPAC) e é&cido homovanilico (HVA) por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia de fase reversa com deteccéo eletroquimica (HPLC-
ED) num potencial fixo de 0,8 V. Neste estudo, os autores propuseram um modelo para
explicar a influéncia ocasionada por lesbes unilaterais da substdncia negra com o

comportamento rotatério realizado pelos animais. As lesdes foram realizadas com as
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substancias  6-hidroxidopamina (6-OHDA) e 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina
(MPTP). Os autores verificaram que a combinagdo entre o tipo de toxina (6-OHDA ou
MPTP) e o local lesionado determinava o sentido e o nimero de rotagdes por hora realizadas
pelos animais. Correlacionando a reducgdo da concentracdo de DA estriatal com o sentido da
rotacdo dos animais, pode-se inferir que animais com pouca deplecdo dopaminérgica tendem
a rodar para 0 mesmo lado da lesdo (ipsiversivo), enquanto animais com lesdo mais severa
(menos DA) rodam preferencialmente para o lado oposto da lesdo (contraversivo).

Em pesquisa semelhante Ferro et al.'** determinaram a DA por HPLC-ED em
estriados de ratos lesionados com 6-OHDA e MPTP. Os autores constataram que ambas as
toxinas causaram uma deplecéo significativa de DA no estriado. Ambos os ratos com 6-
OHDA e MPTP lesionados apresentaram déficits semelhantes na execucdo de tarefas que
exigem memoria de trabalho, que é a que esta ativa apenas durante o foco de atencdo dos
animais. No entanto, os ratos apresentaram um aumento significativo e transitério da
atividade locomotora apds a lesdo MPTP e um comportamento hipolocomotor apés a lesdo de
6-OHDA.

Os métodos espectroscopicos e cromatograficos embora muito sensiveis, precisos e
seletivos, sdo onerosos decorrentes ao alto custo do equipamento e da manutencao decorrente
ao descarte de solventes e pelo proprio consumo. Como alternativa a estes métodos, 0s
métodos eletroquimicos, permitem que as analises sejam realizadas diretamente na amostra,
evitando-se a manipulacdo excessiva da mesma, além de serem mais rapidas e de menor

custo®.

Além disso, em andlise de rotina quando se trabalha com um grande numero de
amostras com composi¢cdo similar, os métodos eletroquimicos sdo mais atrativos que 0s
espectroscopicos e cromatograficos.

Embora os métodos eletroquimicos apresentem estas vantagens em relacdo aos
demais métodos, um dos fatores que dificulta a determinacdo eletroquimica de DA, é a
presenca de interferentes como AA e o AU, pois estes interferentes sdo oxidados em
potenciais bem préximos ao potencial de oxidacdo da DA®. Uma boa alternativa para

deteccdo de DA tem sido a aplicacdo de técnicas eletroanaliticas como a voltametria ciclica

(VC)9, voltametria de pulso diferencial (VPD)9'*" e a voltametria de onda quadrada

(VOQ)™.

A utilizacdo de eletrodos modificados contendo NPs tem se mostrado muito eficiente

I 148

para a deteccdo de DA. Exemplo disto é relatado no trabalho de Wang et al.”™, os quais

prepararam filmes LbL contendo a amina colina depositada sobre carbono vitreo e NPs-Au
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dispersas na colina. Os autores verificaram que a colina exerceu um importante papel para a
distribuicdo uniforme das NPs-Au, de tamanho da ordem de 100 nm, sobre a superficie do
eletrodo. Foi evidenciado que as NP-Au promoveram uma atividade eletrocatalitica na
oxidacdo de DA, AA e AU, com reducdo nos sobrepotenciais. Este eletrodo modificado com
NPs-Au dispersas na colina possibilitou a deteccdo simultdnea de DA e interferentes, com
uma diferenca de potencial em torno de 100 mV para DA e AAe DA e AU.

Recentemente Sun et al.**°

., prepararam um eletrodo de pasta de carbono contendo
NPs de SnO, dispersas em nanotubos de carbono MWCNTs. O sensor foi aplicado na
deteccdo simultdnea de DA, AA e AU apos a adicdo destes analitos em amostra de urina
humana. A alta atividade eletrocatalitica exibida pelo sensor foi atribuida a presencga das NPs
de SnO; que auxiliaram no processo de transferéncia de elétrons. Os voltamogramas de pulso
diferencial mostraram maiores separac6es nos potenciais de oxidacdo dos analitos (~200 mV)
e maior sensibilidade do que evidenciado nos voltamogramas ciclicos, em funcdo da

sensibilidade da técnica.

No trabalho de Jesus C. G et al.® foi verificada uma diferenca mais acentuada (500
mV) na separacdo dos Epa da DA e do AA utilizando-se filmes LbL contendo SiPy'Cl e
ftalocianina de cobre em relacdo a outros trabalhos citados na literatura.

Muitas pesquisas envolvendo substancias bioldgicas, antes de serem realizadas in vivo
sdo testadas em condicBes experimentais que se aproximam o maximo das condicGes
existentes numa amostra real. Parametros como pH, concentracdo, temperatura e pressdo sao
determinantes para as medidas realizadas in vivo. Neste interim, modelos que procuram imitar
a condicdo real séo de extrema importancia para a ciéncia. Dentre estes modelos, muitos
estudos tém sido realizados visando a preparacdo de vesiculas lipossémicas, também
denominadas lipossomos™°. Diversos trabalhos relatam a utilizacdo deste modelo

biomiméticos para encapsulacédo de DA.
2.4.1.1 Lipossomos em sistemas biomiméticos e encapsulacdo de DA

As moléculas que constituem a bicamada lipidica dos modelos de membranas
biologicas s&o em geral lipidios, tais como os fosfolipidios, esfingolipidios e colesterol,
proteinas e carboidratos em glicoproteinas e glicolipidios™. A proporcio destas espécies
varia de acordo com o tipo da membrana e funcdo que a mesma desempenha®®?. Tendo em

vista a complexidade da membrana celular, visando compreender as fun¢des desempenhadas
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por estas membranas e 0s mecanismos de interacdes lipidio-biomolécula, estudos tém sido
realizados a cerca destes fatores a partir da utilizacdo de modelos de membrana simplificados,
denominados sistemas biomiméticos™**°.

Um dos modelos mais estudados dentre os sistemas biomiméticos da membrana
celular é 0 modelo de preparacéo de lipossomos™2. Estes séo vesiculas de fosfolipidios que
visam mimetizar as bicamadas lipidicas de forma esférica’®*. Bangham et al.' s&o pioneiros
nos trabalhos a cerca da utilizacdo de lipossomos como sistema biomimético, pois em 1965
investigaram a difusdo de ions em membranas lipidicas artificiais.

Os lipossomos sdo formados em sistemas aquosos pela agregacdo das moléculas
anfifilicas que possui um grupo polar e duas cadeias alifaticas em bicamadas que ao fecharem
mantém um compartimento aquoso interno™®.

A estrutura dos lipossomos pode conter uma ou mais bicamadas concéntricas de
fosfolipidios envolvendo um compartimento interno aquoso. Os lipossomos podem apresentar
tamanhos diversos de acordo com o processo de preparacdo. Dentre eles ha os lipossomos
multilamelares (MLV), formados por vérias bicamadas concéntricas intercaladas por
compartimentos aquosos, 0s lipossomos unilamelares (Small Unilamellar Vesicles: SUV),
formados por uma Unica bicamada concéntrica em um pequeno compartimento aquoso e
representam 0s menores lipossomos e os lipossomos unilamelares (Larger Unilamellar
Vesicles: LUV) que sdo grandes e formados por uma bicamada contendo uma grande
cavidade aquosa®®®.

Dentre as técnicas utilizadas para a construcdo de lipossomos tais como a hidratacédo
lipidica, a sonificagdo, a extrusdo, a hidratacdo e a desidratacdo, a hidratacdo lipidica tem sido
a mais utilizada. No entanto, os lipossomos formados a partir desta técnica sdo os do tipo
MLV®’. Estes lipossomos apresentam tamanhos diversos, mas utilizando as técnicas de
sonicacao e ou extrusao, é possivel obter lipossomos unilamelares homogéneos.

Dentre os fosfolipidios utilizados para obtencdo de lipossomos, estdo as
fosfatidilcolinas como o dipalmitoil fosfatidilcolina (DPPC), sdo os fosfolipidos mais comuns
na constituicdo da membrana bioldgica. Estes fosfolipidios sdo moléculas anfifilicas formadas
por um grupo polar, com uma ponte glicerol ligada a dois grupos alquilicos que fazem parte
de duas longas cadeias carbdnicas™®.

Nos ultimos anos, os lipossomos vém sendo estudados na incorporacéo e liberagédo
controlada de farmacos (drug delivery) devido & capacidade de protecdo, versatilidade

estrutural, composicéo e fluidez**®. Podem desempenhar a funcéo de carreadores de farmacos,
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agentes de diagnostico ou biomoléculas. Em varios trabalhos da literatura é evidenciado que a
utilizacdo destes lipossomos como carreadores pode melhorar a farmacocinética e
farmacodindmica das moléculas encapsuladas, j& que essas formulagbes podem induzir a
rapida absorcao e retencéo do farmaco no tecido-alvo™®.

Dentre diversas substancias que podem ser encapsuladas em lipossomos esta a DA.
Varios trabalhos descrevem a encapsulagdo de DA em lipossomos para mimetizar os
processos que envolvem a membrana celular de diferentes tecidos®®*®+162,

A degeneracdo progressiva de células da substancia negra justifica a importancia da
administracdo controlada de DA em tecido cerebral. Neste sentido, Matthew et al.'*®
investigaram a liberagdo controlada de DA encapsulada em lipossomos (LIPO-DA) em tecido
cerebral de ratos. Os LIPO-DA foram preparados como lecitina de soja hidrogenada,
colesterol e diacetil fosfato hidrogenado, dissolvidos numa mistura de cloroféormio e di-
isopropil éter (1:2, v/v). A hidratagdo foi feita com DA hidroclorada em 10 mmoL™ de
tampéo fosfato salino (PBS), pH 4,5, contendo 0,4 % de EDTA. Inicialmente os L-DA
exibiram in vitro a liberagdo de DA por mais de 40 dias. Os LIPO-DA foram implantados no
corpo estriado de ratos submetidos a lesdes unilaterais da substancia negra. A liberacdo in
vivo da DA em fluido extracelular foi monitorada por microdialise onde se verificou que 0s
niveis de DA no estriado de ratos tratados com os LIPO-DA foram maiores que 0s
encontrados nos ratos contendo as lesdes unilaterais da substancia negra sem tratamento.
Além disso, os ratos que receberam os LIPO-DA exibiram recuperacdo comportamental
parcial. Estes resultados evidenciaram que a utilizacdo de LIPO-DA demonstra o potencial
desta tecnologia como um método para entrega controlada de agentes terapéuticos em areas
discretas do cérebro.

A encapsulacdo de DA em lipossomos também pode ser utilizada para investigacao de
interacdes entre DA encapsulada com outras substancias presentes em amostras bioldgicas.
Jiang et al.'®? estudaram a interacdo entre DA e lipossomos contendo o transportador de DA
(DAT) extraido do cérebro de ratos na analise de eletroforese capilar (CE). Os lipossomos
foram preparados a partir de fosfatidilcolina de ovo e colesterol e sequencialmente hidratados
com DAT em tampdo. O DAT ¢é uma proteina da membrana plasmatica existente
exclusivamente em neurdnios responsaveis pela sintese de DA. O DAT desempenha um papel
importante na neurotransmissdo dopaminérgica interagindo com a DA extracelular de células
nervosas. Este trabalho descreve a extracdo de DAT do cérebro de ratos e encapsulagdo deste

transportador em lipossomos para atuarem como pseudofase estaciondria em CE para
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interacdo com DA (fase movel). Além disso, foi acrescentado ao tampédo de corrida a
Nomifensina, inibidor competitivo da DAT, para avaliar a influéncia deste inibidor na
interacéo entre DAT e DA.

Visando melhorar o rendimento de DA encapsulada em lipossomos Zhigaltsev et al.*®
utilizaram o sulfato de aménio (NH,4),SO, durante a preparacao das vesiculas lipossémicas. A
fim de se obter lipossomos unilamelares (at¢ 100 nm), foi constatado que técnicas
convencionais de preparagdo de lipossomos como a extrusao e sonificagdo, ndo forneceram
niveis de recuperacdo de DA em pequenas vesiculas, devido o volume interior pequeno e ao
vazamento da droga. Assim, 0 aumento da razdo farmaco para o lipidio lipossomal pode
acarretar desperdicio da droga e, portanto, ndo se mostrou rentavel. Visando superar estes
inconvenientes os autores verificaram que a utilizagdo do sulfato de aménio melhora o
carregamento do lipossomo com DA em resposta a um imposto gradiente de prétons. Este
método se revelou eficiente para retencdo de uma maior quantidade de DA. Testes em ratos
revelaram que o tratamento com os LIPO-DA preparados com fosfatidilcolina e colesterol
(7:3 mol/mol) e o sulfato de aménio demonstraram efeito decisivo sobre a atividade anti-
Parkinsoniana em virtude da maior quantidade de DA disponivel nas vesiculas lipossémicas.

Diversas estratégias experimentais podem ser utilizadas para controlar o tamanho dos

lipossomos. Por exemplo, Khare et al.'®

investigaram a encapsulacédo de DA acoplado ao
glutamato em lipossomos de fosfatidilcolina, colesterol, estearilamina e glutamato. A
liberacdo da droga foi analisada por meio de uma membrana de dialise. Foi verificado que o
acoplamento lipossomal reduziu o tamanho das vesiculas em torno de 30%. Os LIPO-DA
foram testados em ratos albinos e os estudos revelaram que a DA pode ser efetivamente
fornecida para o cérebro e os resultados indicaram a superioridade da formulagdo lipossomal
acoplado em comparacdo a composicdo desacoplada.

Com intuito de aumentar a estabilidade de LIPO-DA Carafa et al.*®®

encapsularam o
pro-farmaco da DA, 2-amino-N-[3,4-di-hidroxi-fenil)-etil]-3-fenil-propionamida (DOPH) em
lipossomos unilamelares de dimiristoilfosfatidilcolina (DMPC) e colesterol. As suspensdes da
composicdo formulada se mostraram estaveis em sistemas monodispersos com potencial zeta
negativo. Verificou-se que a inclusdo de DOPH em lipossomos ofereceu a possibilidade de
impedir a fotodegradacdo e aumentar a estabilidade do plasma in vitro além de prevenir a

degradacédo quimica e enzimatica do metabolismo do DOPH.
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2.4.1.2 Lipossomos imobilizados em filmes LbL

Em alguns processos para obtencdo de modelos biomiméticos visando compreender o0s
mecanismos de interacGes lipidio-biomolécula, se faz necessario a imobilizacdo destes
modelos de membrana em filmes nanoestruturados, pois podem simular interacdes
especificas, enzima substrato, antigeno-anticorpo, e/ou mimetizar a superficie da membrana
celular'®,

Michel et al.*® mostraram que lipossomos podem ser incorporados em filmes com
multicamadas alternados com o polieletrolito, poli (4cido glutdmico)/cloreto de poli
(alilamdnio) construido pela técnica LbL. Analise de microbalanca de quartzo, elipsometria e
imagens de forca atdbmica, mostraram que os lipossomos ndo se alteraram apds a
imobilizacao.

A substancia melanina foi encapsulada em lipossomos dedipalmitoilfosfatidil glicerol
(DPPG)™. Estes lipossomos foram alternados compolialilamina (PAH) para obtencdo de
filmes LbL, utilizando substrato de quartzo hidrofilizado. Medidas de espectroscopia de
absorbancia na regido do UV-Vis e na regido do infravermelho revelaram uma interacdo
efetiva entre a melanina e a membrana, além da boa estabilidade destas biomoléculas.

Lipossomos de DPPG, hidratados com agua, foram preparados por Moraes et al.'*®, o

S
quais imobilizaram os lipossomos em substratos de vidro sobre a superficie de PAMAM.
Neste, foi depositada a proteina albumina de soro bovino (BSA). Para esta investigacao, 0s
autores constataram nos espectros de absorbancia na regido do infravermelho (FTIR)
interacdes efetivas entre os lipossomos com as monocamadas de PAMAM. Estas interagoes
foram confirmadas pela presenca das bandas do PAMAM em 1648 e 1554 cm™ (amidas I e II,
respectivamente) e do DPPG em 2915 e 2852 cm™ (estiramento C — H) e em 1737, 1470 e
1258 cm™ (estiramento da carboxila, deformacdo C—H e estiramento do PO,) contidas no
espectro do filme LbL (PAMAM/DPPG);, sobre substrato de silicio.

Visando compreender as interacdes entre as membranas e moléculas de interesse
bioldgico, a imobilizacdo de lipossomos tem sido 6tima ferramenta, principalmente na
obtencdo de biossensores. As superficies de membranas geralmente sdo aceptoras de ligacGes
bioldgicas, pois os elementos de interesse biologico estdo expostos ao meio extracelular.
Fosfolipidios podem servir de matriz na imobilizagdo em filmes finos, além disso, podem

encapsular biomoléculas sem alterar 0 ambiente aquoso nativo sem contato direto com 0s
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polieletrélitos'®”. No entanto, h4 um grande campo de pesquisa a ser explorado acerca da

aplicacdo de filmes LbL contendo lipossomos encapsulados com DA.
2.4.2 Filmes LbL como sensores na deteccao de perdxido de hidrogénio

A investigacgdo sobre a detecgdo quantitativa de H,O,, nos ultimos anos tem recebido
atencdo considerdvel, pois H,O, € um forte agente oxidante amplamente utilizado nas
indUstrias quimicas e de alimentos®’. Este oxidante é considerado um mediador essencial na
indUstria farmacéutica, alimentar, analise ambiental e clinica??. Além disso, 0 H,0, é
produzido durante alguns processos quimicos e enziméaticos®, portanto a sua deteccdo pode
ser utilizada como um indicador do progresso de tais processos.

Na industria de alimentos, por exemplo, a adi¢do de H,O; ao leite se deve a sua acdo
antibacteriana tendo em vista as mas condicGes higiénico-sanitarias de obtencdo, conservacado
e/ou transporte do leite. O H,0, promove a oxidacgdo do tiocianato (SCN") presente no leite a
hipotiocianato (SCNO") que tem efeito antibacteriano™®.

O método de determinacdo de peroxido de hidrogénio recomendado pela legislacao
brasileira envolve titulacdo com permanganato de potassio e possui limite de deteccdo de 300
ppm®®®. No entanto, a determinacéo eletroquimica tem se mostrado uma técnica eficiente para
a determinacdo quantitativa de H,O, devido a sua sensibilidade intrinseca, analise rapida, alta
seletividade e simplicidade®®. Outros métodos podem ser utilizados para determinacdo de
H.O,, incluindo técnicas de espectrofotometria, iodometria, fluorimetria e
quimiluminescéncia. No entanto, em relacdo aos métodos eletroquimicos, algumas destas
técnicas apresentam custo elevado, sdo lentas e envolvem procedimentos tediosos*™.

Nos métodos eletroquimicos para determinacdo de H,0,, muitos trabalhos tém
explorado a aplicacdo de eletrodos modificados. A modificacdo superficial de um eletrodo
pode acarretar, do ponto de vista fisico-quimico, a diminuicdo da energia de ativacdo do
processo redox do H,O, e aumento da taxa de transferéncia eletrénica. Além disso, do ponto
de vista analitico, a modificacdo pode proporcionar inibicdo de alguns processos
eletroquimicos em detrimento a intensificacdo de outros, gerando maior seletividade e
sensibilidade, decorrente a maior afinidade entre eletrodo e 0 H,0,%.

Farah et al.*™*

construiram um sensor para H,O, pela modificacdo de carbono vitreo
(GC) com azul da prassia (PB) e 6xido de grafeno (GO). A combinacdo de propriedades do

composito formado no eletrodo GC-GO-PB promoveu maior sensibilidade e seletividade na
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determinacdo de H,O, do que o observado como o GC-PB sem GO e GC-GO sem PB.
Diferentes dos eletrodos GC-GO e GC-PB, o sensor GC-GO-PB respondeu ao H,O, em todos
os valores pH testados (pH = 3,0; 5,0; 7,4 e 12,0).

Muitos estudos tém sido realizados acerca da determinacdo eletrogquimica de H,0,
utilizando eletrodos modificados pela técnica LbL. Por exemplo, Lin et al.**® construiram um
filme LbL contendo nano bastdes de ZnO e NPs de prata (NP-Ag) fotossintetizadas. Estes
filmes designados AgNPs/ZnONRs/FTO foram aplicados como sensores amperométricos da
deteccdo de H,0,. Nestas medidas, o sensor exibiu excelentes atividades eletrocataliticas
atribuidas a presenca de NPs no filme que no potencial aplicado de -0,55 V, forneceu um LD
de 0,9umol L™ e uma sensibilidade igual a 152,1 mA M*cm™,

Nos Ultimos anos a determinacdo de H,O, tem sido bastante explorada utilizando
biossensores preparados a partir da imobilizacdo enzima oxidases em filmes LbL. A
imobilizacdo enzimatica tem se mostrado atraente devido ao fato do H,O, ser produzido em
determinadas reagdes enzimaticas de oxidases como a glicose oxidase (GOX).

Um dos interesses pela determinacgéo indireta da glicose pela oxidag¢éo do H,O, gerado
na reacdo enzimatica € decorrente ao fato deste monossacarideo ser a principal fonte de
energia das células. A glicose € transportada via insulina na corrente sanguinea sendo que o
corpo humano regula niveis de glicose na faixa de 4 a 8 mmol L. No entanto em condicées
fisiopatolégicas pode variar entre 2 a 30 mmol L™ 8. Elevados niveis de glicose estdo
presentes em diabéticos, pois 0 metabolismo destes é incapaz de regular o nivel de glicose. De
acordo com a Organizacdo Mundial da Saude até o ano de 2000 havia cerca de 171 milhdes
de diabéticos e este nlimero pode aumentar para 366 milhdes até 2030*.

Neste sentido, a comunidade cientifica tem se esforcado bastante na busca do
desenvolvimento de ferramentas que proporcionem o diagnéstico para o controle do diabetes
a apartir de técnicas de monitoramento continuo, ndo invasivas, com alta precisdo, de baixo

custo, simplicidade de amostragem e testes, portabilidade e confiabilidade™.
2.4.2.1 Filmes LbL como biossensores enzimaticos na deteccéo de Glicose

A construcdo de biossensores enzimaticos tem sido o objetivo de muitas pesquisas
desde que o primeiro conceito de biossensor enzimatico foi proposto por Clark e Lyons em
1962172, Estes hiossensores sdo obtidos pela imobilizacdo de moléculas biolégicas tais como

enzimas'’, anticorpos'™ e DNA'" na superficie de diferentes substratos.
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Devido a alta velocidade de deteccdo e simplicidade, muitos biossensores
amperomeétricos para glicose tém sido utilizados. Estes biossensores sdo baseados na
imobilizacdo da enzima glicose oxidase (GOx) e posterior deteccdo eletroquimica do H,0,

liberado na reacdo enziméatica®’®

. Comparada com outras enzimas, a GOx é a mais utilizada na
construcdo de biossensores decorrente sua alta especificidade e baixo custo de obtencéo®’”.
No entanto, existem alguns problemas que devem ser contornados como baixa sensibilidade,
baixa estabilidade e a estreita faixa linear de concentracdo detectada que podem impedir a
deteccdo desejada’’®.

Neste sentido, visando solucionar estas limitagdes e melhorar a capacidade sensorial
destes dispositivos, muitas pesquisas tém sido realizadas almejando otimizar processos de
obtencdo dos biossensores. Dentre os estudos realizados destaca-se a adi¢cdo na plataforma
biossensorial de mediadores redox tais como ferroceno®”®, azul da prissia'’®, nanotubos de

180181182 nolimeros condutores™ e NP-M*841%,

carbono
Embora diversos estudos relatem a utilizagdo de biossensores para glicose, a aplicacéo
de nanobiossensores para detec¢cdo deste monossacarideo € relativamente novo. As vantagens
da aplicacdo destes nanobiossensores sio alta sensibilidade, baixos LD e especificidade®. A
utilizacdo de NPs em biossensores permite a miniaturizacao, integracdo de biocomponentes,
sistemas de transducdo capazes de monitorar continuamente a glicose com dispositivos
implantaveis de baixo custo utilizando pequenas quantidades de amostras de diabéticos™®.
Outra vantagem da utilizacdo de NPs na constituicdo de biossensores, € que NPs como
as NPs-Pt sdo biocompativeis e apresentam excelentes capacidades cataliticas para oxidagédo e
reducdo de H,0,. Esta propriedade se deve a maior superficie de area ativa promovida pela

k'8 Além disso, o fato das NP-Pt facilitarem a

presenca das NPs-Pt em relacdo ao metal bul
transferéncia de elétrons do H,O, é muito atrativo para estudos envolvendo a construcdo de
biossensores contendo oxidases tais como a GOx'"®. Com intuito de evitar a aglomeracdo e
manter as propriedades das NPs-Pt, estas geralmente sdo dispersas sobre um suporte
condutor'®,

Dentre as técnicas de imobilizacdo enzimaética, a técnica LbL tem se destacado, pois o
processo de imobilizacdo ocorre num ambiente favoravel, com pH e forca idnica controlados,
em solugdo aquosa. Estes fatores evitam a perda de atividade e a desnaturacéo da enzima'®'.
As outras técnicas convencionais como ligagdo covalente, crosslinking, aprisionamento em
gel ou membranas, apresentam baixa reprodutibilidade e a deposicdo espacial é pouco

controlada®®. A alta sensibilidade, potencial seletividade, baixo custo e possibilidade de
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miniaturizacdo e automacdo dos biossensores enzimaticos sdo alguns fatores responsaveis
pela aplicacdo destes dispositivos analiticos em diferentes sistemas quimicos e bioldgicos®.

Wau et al.’® descreveram uma nova estratégia para preparacéo de um biossensor para
glicose pela obtencdo de filmes LbL contendo quitosana (CS), NPs-Au, poli(alilamina)
(PAA) e GOx sobre eletrodo de Pt. O biossensor contendo 6 bicamadas de
(GOX/GNp/CSIGOx/GNp/PAA/Pt)s exibiu excelente resposta amperométrica num faixa de
05 a 1,6 mmol L' e LD de 7.0 puM. Estes resultados indicaram que as NPs-Au
proporcionaram um grande area superficial especifica ancorando a GOx no filme LbL e
providenciaram uma rapida transferéncia de elétrons com excelente condutividade.

Os filmes LbL contendo GOx tém sido utilizados como biossensores para detec¢cdo de
glicose através de medidas eletroquimicas baseadas no sinal elétrico (corrente ou tensdo)
criado na oxidacdo da glicose a acido glucoénico promovida pela presenca da GOx. O sinal
amperométrico produzido é diretamente proporcional a concentracdo de glicose presente na
amostra. A reacdo enzimatica ocorre a partir da parte ativa da GOXx, que consiste numa
molécula organica complexa, a coenzima flavina adenina dinucleotidio (FAD) que ¢ reduzida
a FADH,. Este € entdo oxidado pelo oxigénio molecular que possui um potencial de reducéo
mais elevado (Figura 4). Na sequéncia o O, é reduzido a H,O, que é detectado na superficie
do eletrodo™®. Diversas pesquisas mostram que baixos limites de deteccéo, na faixa de 10° a

191

10® mol L™, séo possiveis de se obter com biossensores contendo a GOx**.
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Figura 4 — Reacdo da GOx com glicose onde o FAD é reduzido a FADH, que é oxidado pelo O,.

Wang et al.'’®

construiram um biossensor de glicose imobilizando sobre GC
nanotubos de carbono (MWCNTS) sulfonados, NPs-Pt e GOx pela técnica LbL. Visando uma
maior dispersdo dos MWCNTSs sobre o GC foi acrescentado Nafion® sobre a superficie do
eletrodo. Os autores verificaram que as NPs-Pt auxiliaram a atividade eletrocatalitica

enzimatica principalmente no eletrodo formado por 3 bicamadas de GOx/Pt/S-MWCNTSs
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exibindo uma sensibilidade de 1,36 pA/mM, faixa linear de 2,5mM e coeficiente de
correlagéo de 0,972.

Muitos estudos tém evidenciado que a estrutura da GOx desempenha um papel
essencial na atividade biocatalitica, por isso € importante que haja preservacdo na estrutura
enzimatica durante o processo de preparacdo do material a ser aplicado. Guiseppi-Elie et al.'*
investigaram o efeito da ultra sonicacdo na estabilidade enzimética, conformacéo e atividade
catalitica da GOx. Apds sonicagdo da solucdo de GOx em tampédo (23 kHz a 4 -C) durante
periodos de tempo diferentes (10, 30, e 60 min), medidas de dicroismo circular (CD),
espectroscopia de UV-Vis e analise termogravimétrica foram realizadas na solucdo de GOXx
apos sonicacao. Os espectros de CD revelaram alteragBes na estrutura a-hélice reduzida e a -
folha alongada da GOx sonicada, em relagdo a GOX ndo sonicada. Além disso, verificou-se
na GOx sonicada uma diminuicdo na atividade enzimatica. No entanto os autores verificaram
que para minimizar estes problemas a sonicacdo deve ser realizada em temperaturas baixas.

E importante atentar sobre alguns cuidados que devem ser tomados durante o0 processo
de incorporacdo enzimatica na superficie de eletrodos, pois pode ocorrer diminuicdo ou até
mesmo a perda da atividade. Além disso, a resisténcia difusional pode aumentar entre 0 meio
reacional e o sitio ativo da enzima imobilizada. Neste sentido, a técnica LbL tem se mostrado
fundamental em processos de imobilizacdo enzimatica na superficie de eletrodos, pois permite
que enzimas sejam imobilizadas preservando suas propriedades. Além disso, a utilizagdo de
enzimas em solucdo na constituicdo dos biossensores se mostra economicamente inviavel
tendo em vista a impossibilidade de recuperacdo da enzima apés uso'*®. Sendo assim, a
imobilizacdo enzimatica na superficie de eletrodos pode assegurar um método
tecnologicamente viavel para obtencdo de biossensores.

Desta forma, o processo de imobilizacdo de enzimas pela técnica LbL oferece algumas
vantagens como 0 aumento na estabilidade da enzima impedindo sua desnaturacdo, a
possibilidade de reutilizagdo devido & recuperagdo da enzima e é economicamente viavel'**,
Também € importante ressaltar que a técnica LbL é vantajosa na imobilizacdo enzimatica
tendo em vista que requer menos material biolégico comparada as demais técnicas, permite o
uso de solucdes aquosas diminuindo a possibilidade de desnaturacéo e pode ser realizada em
condicbes adequadas de temperatura e pH'®®. Neste sentido, a utilizacdo de filmes LbL
contendo NPs-M pode ser uma excelente estratégia para incorporacdo enzimatica de GOX.
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Capl'tulo 3. OBJETIVOS

Esta tese teve por objetivo a investigacdo das interagBes existentes entre o hibrido
formado pelo polimero SiPy"Cl e NPs-Pt (Pt-SiPy*CI’), com os polidnions PVS e PPV-SO3
quando imobilizados em filmes finos. A escolha do SiPy'Cl™ deve-se a alta capacidade de
troca anionica, boa estabilidade quimica, alta solubilidade em &gua e capacidade de estabilizar
nanoparticulas metélicas. A exploragdo do hibrido formado com este polieletrélito foi
importante para a avaliacdo das propriedades eletrocataliticas dos filmes LbL preparados em
diferentes arquiteturas, ou seja, com o Pt-SiPy"Cl" na parte externa e interna dos filmes. A
potencialidade sensorial dos filmes formados por técnicas como a técnica LbL e a técnica
drop-coating, foi avaliada na presenca de DA em meio aos interferentes AA e AU, na forma
livre, encapsulada em lipossomos e em amostra real de estriado cerebral de ratos, utilizando-
se diferentes técnicas eletroquimicas. Além disso, visando explorar a versatilidade destes
filmes como biossensores de H,O, gerado na reacdo enzimatica, prop6s-se a imobilizacdo da
GOx na superficie eletrodica. As informacGes das interacGes obtidas podem ser Uteis no

emprego desses filmes como matrizes para a imobilizacdo de enzimas.
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Capl’tulo 4. EXPERIMENTAL

4.1 Procedéncias dos reagentes e substratos utilizados

Os reagentes DA, o AA, o AU, o DPPC, o H,PtCls e a GOx (de Aspergillus niger,
155000 unidades/g) foram obtidos comercialmente da Sigma-Aldrich. O acido férmico foi
obtido comercialmente da Mallinckrodt. O polieletrdlito SiPy"CIl" (BR9803053-A) foi
sintetizado a partir do procedimento previamente descrito’.

Os substratos utilizados para preparagdo dos filmes foram obtidos comercialmente,

sendo o FTO da Flexitec (Rs = 10-20 Qm) e o0s eletrodos impressos de carbono com
dimensoes: 3,4 x 1,0 x 0,05 cm da DropSens (DRP-550).

4.2 Sintese e preparo das solugdes
4.2.1 Sintese das nanoparticulas de platina no SiPy"CI

A incorporagdo das NPs-Pt ao SiPy*Cl" foi realizada a partir de uma mistura de 10 mL
de solucdo 2 mmol L™ de H,PtCls, 10 mL de solucéo de SiPy*CI" 0,5 g L™ e 10 mL de &cido
formico 0,1 mol L™ . Primeiramente foram misturadas as solucdes de H,PtCls e SiPy'Cl e
apos foi gotejada a solucdo do redutor acido férmico. Inicialmente a solucdo manteve a
coloracdo amarela caracteristica da solucdo do H,PtClg, e sequencialmente, depois de deixada
durante 12 horas em agitacdo sob temperatura ambiente e sob protecdo da luz, a mistura
adquiriu uma coloracdo preta, indicando a formacdo de NPs-Pt. A Figura 5 ilustra um
esquema desta reacéo.
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Figura 5- Esquema da estabilizacio das NPs-Pt no polimero SiPy*CI".
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4.2.2 Preparacao da solugdo da enzima GOx e analitos

A solucdo de GOx foi preparada numa concentracdo de 2 mg mL™ em pH 7, em
tampéo fosfato salino (PBS) 0,1 mol L™ e mantida sob refrigeracéo a 4°C.

Solucdes estoques dos analitos H,0,, DA, AA e AU foram obtidas na concentracéo de
1,0 x 10 mol L™ e mantidas sob-refrigeracéo e proteco de luz a 4°C.

Em especial para as solucdes de DA e H,0,, a protecdo de luz é extremamente
importante, pois a oxidacdo da DA é intensificada pela acdo da luz e 0 H,O, se decompdem

facilmente em H,O e O,.

4.3 Procedimentos de limpeza e preparacao dos filmes
4.3.1 Limpeza dos filmes LbL

Procedeu-se a limpeza dos substratos a partir da imersdo dos mesmos em uma
mistura de H,0,, 20 volumes, NH,OH e H,O destilada, preparada na proporcao de 1:1:5 (v/v)
respectivamente, e mantida sob aquecimento durante 15 minutos'™®®. Em seguida,
mergulharam-se os substratos no cloroférmio e no alcool isopropilico respectivamente sob
aquecimento por 5 minutos. Repetiu-se o procedimento até verificacdo da limpeza total dos
substratos.

4.3.2 Preparacéo dos filmes LbL

Utilizou-se o nanohibrido Pt-SiPy*CI" como policéation na preparacéo de filmes LbL
alternados com os polianions PPV-SO3; e PVS. A concentracdo das solucGes de ambos os
polianions foi de 2,5 g L™ e os valores de pH das solucées foram de 2,9, 6,9 e 5,5 para Pt-
SiPy*CI', PVS e PPV-SO3, respectivamente, correspondentes aos pH das proprias solugdes.
Foram preparados filmes com as arquiteturas (Pt-SiPy"CI/PPV),, (PPV/Pt-SiPy’CI),, (Pt-
SiPy"CI/PVS), e (PVS/Pt-SiPy'Cl), (onde n representa o numero de bicamadas) pela
imersdo do substrato manualmente nas solugbes dos precursores. O tempo de imersdo do
substrato nas solugbes dos polieletrolitos foi de 4 minutos, e na solugdo de limpeza, com
valores de pH ajustados para os mesmos valores dos pH dos polieletrolitos, foi de 10
segundos. Depois da deposic¢do de cada monocamada secou-se 0 sistema substrato/filme com

0 auxilio de um soprador térmico. Foram utilizados os substratos de FTO, quartzo, silicio e
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prata (dispersdo coloidal). A Tabela 4 sumariza os parametros experimentais da construcéo
dos filmes LbL.

Tabela 4 — Pardmetros experimentais da preparagdo dos filmes LbL nas arquiteturas (Pt-SiPy'CI/PPV),,
(PPV/Pt-SiPy*CI’),, (Pt-SiPy*CI'/PVS), e (PVS/Pt-SiPy*CI), .

Polieletrélitos | pH | Concentracdo (g L™) | Tempo de imersdo (min) | Tempo de lavagem (s)
Pt-SiPy'ClI" | 29 | = —----- 4 10
PVS 6,9 2,5 4 10
PPV-SO, 55 2,5 4 10

4.3.3 Preparacéo dos filmes drop-coated

Filmes drop-coated de PPV-SOs;, PVS, SiPy'Cl" e Pt-SiPy*Cl, foram preparados
gotejando-se as solucbes de interesse sobre a superficie dos substratos de Si, para as medidas
de infravermelho (FTIR) e sobre prata (disperséo coloidal), para as medidas de espalhamento
Raman. As solucbes gotejadas sobre os substratos foram deixadas sob a protecdo da luz a
temperatura ambiente até a evaporacdo total do solvente e consequentemente formacao dos
filmes.

Os filmes drop-coated obtidos sobre os eletrodos impressos foram preparados
gotejando trés vezes alternadamente as solucdes de PPV-SO; (2,5 g L) e de Pt-SiPy*CI
sobre eletrodos impressos de carbono e de platina na sequéncia PPV-SOa/Pt-SiPy*Cl. Os

eletrodos obtidos, (C/PPV/SiPy*CI"); foram secos a véacuo.

4.3.4 Imobilizacéo da enzima GOx nos filmes

A solucdo de GOx 2 mg L™ em PBS (pH 7), foi imobilizada sobre a superficie do
filme LbL (PPV/Pt-SiPy*Cl)s durante 30 minutos & 4 °C, obtendo-se a arquitetura (PPV/Pt-
SiPy"Cl)sGOx. O excesso da enzima que ndo adsorveu na superficie do filme foi removido
pela imerséo deste numa solugdo de 0,1 mol L™ de PBS, pH 7 por 1 minuto. Os filmes LbL

(PPV/Pt-SiPy*Cl)sGOx foram preparados e mantidos sob refrigeracéo (4 °C).

4.4 Preparacao dos lipossomos L-DA

As vesiculas lipossomicas foram preparadas conforme procedimento adaptado da
literatura'®’. Transferiu-se 20 mL de uma solucdo 1 mmol L™ do fosfolipidio DPPC em
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cloroférmio para um tubo de ensaio e ap0s, por cerca de por 24 horas evaporou-se o solvente
com o auxilio de um jato de nitrogénio, a fim de depositar o lipidio na forma de uma pelicula
sobre a parede do tubo. Apos a evaporacdo, o fosfolipidio foi centrifugado a vdcuo com uma
ultracentrifuga refrigerada HITACHI modelo HIMAC CR21Gl|I, por 20 minutos a 4°C, com
intuito de remover vestigios finais do solvente. Posteriormente os filmes foram hidratados
com solucdo de DA (1,0 x 102 mol L) e NaNO3 (0,1 mol L™ em pH 7. A solucio de
lipossomos contendo DA foi extensivamente misturada em ultra-som, durante 2 horas, a
temperatura ambiente acima da fase de transicdo lipidica, para assim, obter as vesiculas
multilamelares (MLV). O excesso de DA néo encapsulada, foi eliminado utilizando a coluna
de tamanho de particula (Sephadex G-75). O tamanho da vesicula foi caracterizado por
espalhamento dindmico de luz (DLS). A Figura 6 ilustra o esquema de preparacdo das
vesiculas lipossémicas.
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Figura 6 - Esquema de preparacdo das vesiculas lipossdmicas mostrando a dissolu¢do do DPPC em cloroférmio,
evaporacdo do solvente, hidratacdo do filme lipidico com solugdo de DA, homogeneizacdo e formacdo dos
lipossomos MLV.

4.5 Preparacdo das amostras de estriados cerebrais de ratos

Dois ratos Wistar machos adultos (aproximadamente 300 g) foram fornecidos pelo
biotério da Universidade Estadual de Ponta Grossa. Os animais foram guilhotinados, seus
cérebros foram removidos por inteiro e imediatamente dissecados sobre uma placa de petri em
gelo. Com auxilio de pingas curvas, 0s corpos estriados dos dois hemisférios foram
removidos, acondicionados em tubos de microcentrifuga de 1,5 mL e congelados em freezer -
80 °C até o momento da analise. Os tubos foram pesados vazios e com 0s estriados, para
determinacdo da massa de material. Foram dissecadas duas amostras contendo dois estriados
cerebrais de ratos, contendo 109,5 mg e 74 mg. Estas amostras foram homogeneizadas em
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100 pL de solucdo de NaNO;z 0,1 mol L™, pH 7, por sonicagdo (Figura 7). Apés a
homogeneizacdo as amostras foram submetidas a centrifugacdo com uma ultracentrifuga
refrigerada HITACHI modelo HIMAC CR21GllI, por 20 minutos refrigerada a 4°C, 20000 x g.

A fase sobrenadante foi extraida e analisada nos estudos eletroquimicos para detec¢cdo de DA.

Figura 7 - Etapas da sonicagdo dos estriados cerebrais de ratos.

4.6 Caracterizacdo dos filmes finos

4.6.1 Espectroscopia de Absorcéo na regido do UV-Vis

As medidas de espectroscopia na regido do UV-Vis foram realizadas em um
espectrofotometro CARY 50 BIO, disponivel no laboratério do Grupo de Desenvolvimento
de Eletrodos Modificados da UEPG (GDEM) para caracterizagdo das solucbes dos
polieletrdlitos, para realizacdo da cinética da deposicao dos filmes e para 0 monitoramento do
crescimento dos filmes depositados em substratos de quartzo. As medidas de UV-Vis foram
realizadas com as soluges dos precursores, PPV-SO; 2,5 g L™, PVS 2,5 g L™, SiPy"Cl'0,5 g
L e Pt-SiPy"CI. Também foram realizadas medidas com as diferentes arquiteturas dos
filmes (PPV/Pt-SiPy'CI),, (Pt-SiPy'CI/PPV),, (PVS/Pt-SiPy'Cl), e (Pt-SiPy'CI/PVS),
monitorando-se a absorbancia das bandas dos precursores dos filmes.

No estudo cinético de adsor¢do dos polieletrdlitos PVS, PPV-SO; e Pt-SiPy'CI
obtido sobre substratos de quartzo, foram monitoradas as bandas de absorbancia dos
polieletrolitos presentes nos filmes LbL nas arquiteturas (PPV/Pt-SiPy'Cl)s; e (PVS/Pt-
SiPy*Cl’)s, preparados em tempos variados de imersdo nas solugdes dos polieletrolitos (10
segundos a 10 minutos). A cada tempo pré-determinado a deposic¢do era interrompida para
obtencédo dos espectros. A absorbancia foi monitorada a cada espectro até verificar a saturacao
do processo de deposicao.
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4.6.2 Espectroscopia de absorc¢éo na regido do infravermelho (FTIR)

A espectroscopia de absorgdo no infravermelho foi realizada no modo transmitancia
em filmes drop-coated de SiPy'CI, Pt-SiPy'CI’, PVS, PPV-SO3;, GOx e nos filmes LbL
(PPV/Pt-SiPy*Cl)s, (Pt-SiPy"CI/PPV)s, (PVS/Pt-SiPy'Cl)sp, (Pt-SiPy'CI/PVS)s €
(PPV/Pt-SiPy"Cl)sGOx depositados sobre silicio. O equipamento utilizado para essas
medidas foi um espectroscopio SHIMADZU IR PRESTIGE 21, disponivel no Complexo de
Laboratorios Multiusuarios da Universidade Estadual de Ponta Grossa (CLABMU).

4.6.3 Espectroscopia de espalhamento Raman

A espectroscopia de espalhamento Raman é baseada em transi¢Oes entre estados
energéticos vibracionais de moléculas induzidas por uma radiacao eletromagnética incidente.
Nesta técnica é aplicada ao sistema uma radiagcdo mais energética que do infravermelho o que
pode levar a ocorréncia de dispersdes. Os fotons interagem com a matéria proporcionando
decaimentos radioativos de mesma energia (dispersao elastica ou de Rayleigh) ou de menor
energia (dispersdo inelastica ou de Raman). Diferente da espectroscopia na regido de
infravermelho que detecta somente transi¢fes que causam alteracfes no dipolo da molécula, a
espectroscopia de Raman detecta transicdes que causam alteracbes de polarizacdo na

molécula®®,

No entanto, € importante ressaltar que estas técnicas espectroscopicas
vibracionais sdo complementares.

Neste trabalho foram realizadas medidas de Raman nos filmes drop-coated dos
precursores, ou seja, SiPy'Cl’, Pt-SiPy"CI" PVS e PPV-SOs; e nos filme LbL (PPV/Pt-
SiPy"Cl)3, (Pt-SiPy"CI/PPV)3, (PVS/Pt-SiPy'Cl)3 e (Pt-SiPy'CI/PVS)s, todos
depositados sobre substrato de prata (dispersdo coloidal). O equipamento utilizado para essas
medidas foi o espectroscopio dispersivo Raman com microscopia ética (Bruker Senterra),

disponivel no laboratério CLABMU da Universidade Estadual de Ponta Grossa.

4.6.4 Microscopia eletronica de transmissdao (MET)

As medidas de MET da solucio do nanohibrido Pt-SiPy'Cl™ foram obtidas no
microscopio eletrdnico de transmissdo FEI-TECNAI 12 operando numa tensdo de 100 KV,

As imagens foram capturadas no programa Imaging Soft System. As amostras foram
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colocadas sobre a tela de cobre (2 mm de diametro, 200 mesh) recoberta previamente com
FORMVAR (poliacetato de vinila) e com cobertura de carbono em SPUTTER COATER
BALTEC SCD 050. Tais medidas foram realizadas com o intuito de verificar a distribuicéo e o
tamanho das NP-Pt formadas no nanohibrido Pt-SiPy*CI". Estas medidas foram realizadas no

Laboratorio de Bioguimica da Universidade Estadual de Londrina.

4.6.5 Espalhamento dinamico de luz (DLS)

A técnica de espalhamento dinamico da luz (DLS) é amplamente utilizada para
determinar o didmetro de particulas com dimensdes nanométricas. Entre as aplica¢fes da
técnica estd a determinacdo do tamanho de determinadas enzimas, NP metalicas, micelas,
polimeros e lipossomos™®®.

A técnica baseia-se na analise da variacdo de intensidade, durante um determinado
tempo, da luz medida num angulo fixo. Se o tamanho da particula for da mesma ordem de
magnitude de comprimento de onda da luz incidente, ocorre uma modificacdo na intensidade
da luz em funcdo do seu angulo. Assim é possivel determinar o didmetro da particula®®.

O movimento aleatdrio das particulas em geral é denominado movimento Browniano.
Quando as particulas sdo iluminadas, a intensidade da luz dispersa é dependente do tamanho
das particulas, sendo que as menores movem-se mais rapidamente e as maiores mais
lentamente. Portanto, o didmetro hidrodinamico das particulas pode ser medido pela
intensidade do movimento Browniano destas particulas. Este didmetro pode ser determinado

pela equagdo de Stokes-Einstein (Equagéo 1).

kT

d (H) = 3mnD

(1

Na Equacdo 1 o d(H) é o didmetro hidrodindmico, D o coeficiente de difusdo

translacional, k a constante de Boltzman, T a temperatura absoluta e 1 a viscosidade™*®.

No trabalho de Moraes et al.*®

a técnica DLS foi usada para avaliar a distribuicdo e o
tamanho dos lipossomos de DPPG que foram utilizados para a construcdo do filme LbL
(PAMAM/DPPG);,. Verificou-se que, assumindo o formato esférico para os lipossomos, o
didmetro dos lipossomos variou entre 20 e 400 nm com a maioria dos lipossomos com um

tamanho médio de 120 nm .
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No presente trabalho, foram obtidas medidas de DLS no equipamento Zetatrac da
Microtac do laboratério do grupo de polimeros da USP de S&o Carlos do hibrido Pt-SiPy*CI,
para avaliar o didmetro das NPs-Pt estabilizadas no SiPy"CI. Também foram realizadas

medidas de DLS dos lipossomos DPPC e hidratados com solugédo de DA.

4.6.6 Potencial Zeta (¢)

A maioria dos materiais quando em contato com um liquido adquirem uma carga
elétrica superficial. O potencial zeta ({) pode ser considerado o potencial eletrostatico gerado
pela acumulag&o de ions na superficie de um material. E aplicado para determinacéo da carga
de superficie de particulas como nanoparticulas metélicas, enzimas e lipossomos. Uma
camada elétrica se encontra organizada na superficie da particula. Esta camada € organizada
numa dupla camada, formada por uma regido interna ou camada de Stern e a regido externa
ou camada difusa®®’. Na regifo interna os fons estdo fortemente ligados & superficie e na
regido externa os ions estdo fracamente ligados a superficie. H4 uma fronteira dentro da
camada difusa em que ions e particulas formam uma entidade estavel, denominada de plano
deslizante e o potencial existente nesta fronteira é denominado de potencial zeta. A interacao
do campo elétrico com as particulas carregadas faz com que estas sejam atraidas para o
eletrodo de carga oposta. Assim, é possivel verificar a velocidade da particula mediante o
campo elétrico. Esta velocidade pode ser denominada de mobilidade eletroforética®®"".
Medidas do ¢ dos lipossomos de DMPC contendo DOPH (pré-farmaco de DA) no

1'% evidenciassem a

trabalho ja descrito na secdo 2.4.1.1, permitiram que Carafa et a
estabilidade das suspensdes da composi¢do formulada em sistemas monodispersos com ¢
negativo.

No presente trabalho foram realizadas medidas do ¢ do hibrido Pt-SiPy*Cl e dos

lipossomos utilizando o equipamento MICROTAC ZETATRAC no IFSC/USP, Séo Carlos.

4.6.7 Microscopia de forca atbmica (AFM)

As imagens de AFM dos filmes LbL depositados sobre FTO, foram realizadas no
laboratério CLABMU na Universidade Estadual de Ponta Grossa obtidas no equipamento
SHIMADZU SPM - 99500-J3 no modo de contato, sensor de Si SPM recoberto com Al
(NANOWORD) com espessura de 4 pm, comprimento de 125 um, largura de 30 pm,
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frequéncia de 320 kHz, e forca constante de 42 N/m. O software utilizado foi o0 SPM manager

versao 3.03.

4.6.8 Dicroismo circular (CD)

A espectroscopia de CD é uma medida da absorbancia diferencial entre as duas
rotacdes de luz circularmente polarizada por uma molécula assimétrica®®’. Esta técnica
permite verificar a estrutura secundaria e terciaria das enzimas, possiveis alteragdes
estruturais, enrolamento e estabilidade dos fragmentos®®,

As estruturas secundarias apresentam espectros de CD caracteristicos na regido do UV
(250 -190 nm) que corresponde a absor¢do dos grupos amida da cadeia peptidica da
enzima?®,

O CD realizado em enzimas fornece informacdes sobre as caracteristicas da estrutura
secundaria, mas ndo fornece informacgdes sobre as posi¢cdes dos atomos na macromolécula.
No entanto, é possivel saber se ocorrem mudancas na conformacdo da enzima e
consequentemente, relacionar as caracteristicas do meio circundante como mudancas de
temperatura, de pH e a presenca de outras moléculas no solvente que sdo capazes de
modificar a estrutura da enzima afetando a atividade biol6gica®®,

O espectro de CD da estrutura a-hélice apresenta trés transicdes caracteristicas, sendo
uma forte ocorrendo perpendicular ao eixo da hélice que ¢ atribuida a transicdo 1 — n*
(~191- 93 nm), uma fraca ocorrendo paralela ao eixo da hélice atribuida a transicdo ©1 — n*
(~208 -210 nm) e outra também paralela ao eixo da hélice atribuida a transi¢do n — n* (~222
nm). No entanto, o espectro de CD da estrutura PB-folha apresenta duas transigdes
caracteristicas, sendo uma atribuida a transi¢do m — n*(~ 90-200 nm) e outra atribuida a
transigio n — 7* (~210-225 nm)*®,

Nesta tese, foram realizadas medidas de CD da solucdo de GOx 2 mg mL™ e dos
filmes LbL (PPV/Pt-SiPy*Cl)¢GOx obtidos em diferentes tempos de imersdo (5, 15 e 30
minutos), para caracterizar a estrutura conformacional da GOx em solucdo e imobilizada no
substrato de quartzo. Estas medidas foram realizadas no equipamento JASCO J815
Spectrometer com 8 varreduras por medida, disponivel no Laboratorio de Biofisica do
IFSC/USP.
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4.7 Medidas eletroquimicas

Os voltamogramas ciclicos (VC), de pulso diferencial (VPD) e de onda quadrada
(VOQ) dos filmes LbL contendo diferentes nimeros de bicamadas de (PPV/Pt-SiPy*CI),,
(Pt-SiPy*CI'/PPV),, (PVS/Pt-SiPy'Cl), e (Pt-SiPy"CI/PVS), depositados sobre substrato
FTO (com érea de 0,6 cm?), foram obtidos no potenciostato p-AUTOLAB Tipo I
(AUTOLAB/ECOCHEMIE), disponivel no laboratério do GDEM/UEPG. Para estas medidas
foi utilizada uma solucdo de NaNO; 0,1 mol L™ em pH 7 como eletrélito suporte na deteccéo
de DA, AA e AU, na faixa de concentracéo de 6,7 x 10° a 5,0 x 10 mol L™. Como eletrdlito
suporte na deteccdo de H,0,, utilizou-se a solugdo tampao PBS 0,1 mol L™, pH 7, na faixa de
8,6 x 10°a 9,8 x 10° mol L. Utilizou-se como referéncia o eletrodo normal de hidrogénio
(ENH), como eletrodo auxiliar uma placa de Platina (1,2 cm?) e como eletrodo de trabalho o
sistema FTO/filme (0,6 cm?).

Obtiveram-se os VC com velocidade de varredura de 30 e 50 mV s™* sob temperatura
ambiente. Pardmetros da voltametria de pulso diferencial, tais como o potencial de pulso
aplicado (Epuise), tempo de pulso (tpuse) € velocidade de varredura (v) foram otimizados para
realizacdo das medidas. Os parametros instrumentais da VOQ, como frequéncia de aplicacdo
de pulso de potencial (f), amplitude do pulso de potencial (a) e incremento de potencial (AEs)
foram otimizados de modo a permitir a construcdo de curvas analiticas e, a partir destas,
calcular os limites de deteccdo e de quantificacdo.

Além das técnicas voltamétricas, realizaram-se medidas de cronoamperometria para
determinacdo de H,O, aplicando um potencial de 1,06 V em intervalos de adi¢cdo de 50 s,
apos 200 segundos de estabilizacdo de corrente, a fim de avaliar a capacidade biossensora do
filme LbL (PPV/Pt-SiPy"CI")sGOX.

A espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIE) foi obtida no potenciostato p-
AUTOLAB Tipo Il (AUTOLAB/ECOCHEMIE), disponivel no laboratério do GDEM. Foi
empregada utilizando os filmes LbL contendo a arquitetura (PPV/Pt-SiPy*CI"), com diferentes
bicamadas (n = 3, 6 e 10). Os diagramas de Nyquist foram obtidos em potencial de circuito
aberto, na presenca de 5 mmol L™ de K4[Fe(CN)s]/Ks[Fe(CN)e] dissolvidos em 0,1 mol L™ de
NaNOs, pH 7, para os filmes LbL preparados e para o eletrodo sem modificagdo, FTO. Nos

estudos de interacdo na interface dos filmes, utilizaram-se solugdes de DA, AA e AU 1,0 x
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10 mol L. Os valores de resisténcia de transferéncia de carga (R2) e capacitancia (C1) para
os eletrodos testados foram determinados com o programa Zview.

As medidas eletroquimicas realizadas com os filmes drop-coated (C/PPV/Pt-SiPy*CI
)3 sobre eletrodos impressos de C e Pt, com dimensdes de 3,4 x 1,0 x 0,05 cm da Drop-Sens
(DRP-550), eletrodo de referéncia de pseudo prata e contra-eletrodo de Pt, foram realizadas
no Laboratério de Bioeletroquimica e Interfaces do Instituto de Quimica de S&o Carlos
(IQSC/USP), utilizando-se um potenciostato u-AUTOLAB Tipo Il (AUTOLAB
JECOCHEMIE). Para estas medidas foi utilizada uma solucido de NaNO3 0,1 mol L™ em pH 7
como eletrdlito suporte na deteccdo de DA e AA em diferentes concentracdes com velocidade
de varredura de 50 mV s sob temperatura ambiente. As solucbes de DA e AA foram
gotejadas sobre a superficie dos eletrodos de acordo o aparato experimental ilustrado na

Figura 8.

Figura 8- Aparato experimental utilizado para realizacdo das medidas eletroquimicas utilizando o filme drop-
coated (C/PPV/Pt-SiPy*Cl’); contendo a solugio de DA sobre a superficie.
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Capl'tulo 5 - RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Sintese das nanoparticulas de platina no SiPy*CI

A formacdo das NPs-Pt estabilizadas no SiPy"CI™ foi primeiramente monitorada pela
reducdo da Pt(IV) para Pt(0) observada no espectro de UV-Vis do H,PtCls. Para efeito de
comparacéo, os espectros de UV-Vis das solucdes de H,PtClg, 2 mmol L™, SiPy*CI', 05 g L™
e 4cido formico 0,1 mol L™ séo ilustrados na Figura 9 (a). Como observado nesta figura, o
inicio da reducdo da Pt(IV) a Pt metalica é seguido da diminuicdo na banda em 375 nm
atribuida ao fon PtCl¢* do 4cido cloroplatinico. Esta banda desaparece apés 684 minutos
comprovando a formagéo das NPs-Pt no SiPy"CI". O surgimento de uma solugéo de coloragéo
preta (Figura 9 (b)) indica a formacgdo de NPs-Pt. Resultados semelhantes séo reportados na
literatura como o estudo realizado por Crespilho et al.}” que monitorou a formacéo das NPs-Pt
dentro do dendrimero PAMAM pela reduco da banda do fon PtClg* em 375 nm.

Outra confirmagéo da formacdo de NPs-Pt foi obtida por medidas de MET. Conforme
ilustrado nas Figuras 9 (c) e 9 (d) as imagens de MET do nanohibrido Pt-SiPy"CI" obtidos a
partir de H.PtCls 2 mmol L™, indicam boa distribuicdo das NPs-Pt estabilizadas no polimero
SiPy*"CI’, com um tamanho variando entre 3 e 40 nm. No histograma da distribuicio das NP-
Pt no SiPy"CI obtido por medidas de DLS (Figura 9 (b)) pode ser observado uma distribuicdo
das NPs-Pt, com um tamanho entre 3 e 50 nm, com a maioria das NPs-Pt com um tamanho

205,206 2l como num

médio de 18,58 nm. Este tamanho € similar a outros de NPs-M reportadas
valor médio de 20 nm para NP-Pt obtida pelo método do poliol modificado, utilizando o
nitrato de prata como um agente modificador estrutural®”.

O valor positivo do potencial zeta (Figura inserida, 9 (b)), indicou a existéncia de
estruturas com cargas positivas na estrutura do hibrido Pt-SiPy"CI".

Pelos resultados observados é possivel constatar a eficiéncia do SiPy*CIl" como
estabilizante. A literatura reporta a utilizacdo de diversas moléculas como estabilizantes para
formacdo de NPs-M. Dentre estas, ja € bem consolidado o uso de PAMAM para incorporacao
de NPs'’. Este dendrimero possui estrutura bem definida, sdo macromoléculas monodispersas,
altamente ramificadas, com estrutura quimica bem definida e versatilidade quimica
possibilitando a formacdo de NPs monodispersas por um meétodo relativamente simples em
relacdo a outros métodos como o poliol”’, utilizacdo de surfactantes®, rota de Brust™ e rota
melalorganica’.
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Figura 9 - (a) Espectros de UV-Vis das solucdes de Pt-SiPy*CI-, HCOOH 0,1 mol L™e H,PtCls 2 mmolL™ (b)
Distribuicio de tamanho do Pt-SiPy"CIl™ (Imagem inserida em 16 d: solucdo de Pt-SiPy*CI’). Imagens de MET
do Pt-SiPy*ClI" nas aproximagdes de (c) 23000 vezes e (d) 360000 vezes.

Até o presente momento, a literatura reporta trés trabalhos sobre o uso deste
silsesquioxano como estabilizante para formagdo de NPs-M. Dentre estes, dois deles sdo
trabalhos desenvolvidos em nosso laboratério e descrito nesta tese****. Outro ja descrito na
secdo 2.3, descreve a utilizacdo do SiPy*Cl™ para estabilizagdo de NPs-Au™. O autores
sintetizaram as NPs-Au misturando 10 mL de uma solugdo contendo 240 mg de SiPy'CI
com 2, 5 mL de HAuCIl, 5 x 102 mol L™. Na sequéncia foi adicionado o agente redutor
NaBH, 0,02 mol L. Foram obtidas NPs-Au menores que 20 nm, sendo que a maioria
estimada por medidas de DLS apresentaram 6,1 nm. O tamanho de NPs obtido nestes
trabalhos esta dentro da faixa de tamanho encontrada em outros métodos.

Portanto, a utilizagdo de SiPy"CI" como estabilizante fornece a ciéncia um novo
precursor para incorporacdo de NPs-M, que pode ser utilizado como um novo material
nanoparticulado para obtencdo de diversos dispositivos nanoestruturados.
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5.2 Preparacdo e caracterizacdo dos filmes LbL contendo as arquiteturas (PVS/Pt-
SiPy*CI),, (Pt-SiPy*CI/PVS),, (PPV/Pt-SiPy*Cl), e (Pt-SiPy CI/PPV),.

Inicialmente foram obtidos espectros de UV-Vis das solu¢des dos precursores PVS,
PPV-SO; e Pt-SiPy'Cl" como ilustrado na Figura 10 (a). As estruturas dos polieletrolitos
PPV-SO3 e PVS sdo mostradas nas Figuras 10 (b) e 10 (c), respectivamente.
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Figura 10 — (a) Espectros de UV-Vis das solugdes de PVS (2,5 g L™), PPV-SO; (2,5 g L) e Pt-SiPy*CI" (b)
Estrutura do PPV-SO; e (c) Estrutura do PVS.

Verifica-se na Figura 10 (a), que o espectro do polidanion PVS, néo exibiu banda de
absorcéo na regido compreendida entre 200 a 600 nm. No entanto, a solu¢do do nanohibrido
Pt-SiPy"CI" apresentou uma banda de absorcdo em 258 nm, atribuida a transi¢do = — 7* dos
grupos piridinios do SiPy*CI *® enquanto a solucdo de PPV-SOs, apresentou as bandas em
293 e 423 nm atribuidas as transi¢des longitudinais =1 — w* € 367 nm, atribuidas as transicoes
transversais de estados deslocalizados nos grupos SO5°%.

ApoOs a caracterizagcdo espectroscépica por UV-Vis das solucdes dos precursores dos
filmes LbL, realizou-se a otimizacdo do tempo de imersdo dos substratos nas solucbes dos
polieletrolitos PPV-SO; e Pt-SiPy*ClI', ja que o PVS n3o exibiu bandas de absor¢do na regido
compreendida entre 200 e 600 nm. Esta otimizacdo, foi obtida a partir do estudo cinético de
adsorcdo, a fim de garantir uma maior quantidade de espécies adsorvidas na superficie dos
substratos. Para isto, foram realizadas medidas de espectroscopia na regido do UV-Vis de
filmes LbL contendo a arquitetura (PPV/Pt-SiPy"Cl)s. Os filmes foram preparados em
diferentes tempos (10 — 600 s) e o crescimento destes filmes foi monitorado pelas bandas de
absorgdo em 255 nm (transicdo © — m* dos grupos piridinios da matriz SiPy*Cl'7), pelas

bandas em 293 e 423 (transi¢des longitudinais T — m* no PPV-SO3) e pela banda em 367 nm
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(transicBes transversais de estados deslocalizados nos grupos SO3)°®. A Figura 11 (a) ilustra
0s espectros de UV-Vis obtidos com os filmes obtidos em diferentes tempos na arquitetura
(PPV/Pt-SiPy*"CI)s.
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Figura 11- (a) Espectros de absor¢do na regido do UV-Vis de filmes LbLs (PPV/Pt-SiPy"Cl"); obtidos em
diferentes tempos; (b) grafico de absorbancia (293 nm) vs tempo de deposicéo.

Os filmes (PPV/Pt-SiPy*CI"); foram preparados sobre a superficie de um mesmo substrato de
quartzo a fim de padronizar o processo de adsorcdo. Sendo assim, apés cada medida realizada o
substrato era lavado para remocgédo das espécies e sequencialmente era preparado um novo filme LbL
na arquitetura (PPV/Pt-SiPy*Cl"); num tempo diferente de imersdo. Para esse processo de remogéo foi
utilizado uma mistura contendo a proporcdo de 1:1:5 de H,O,, NH,OH e H,O destilada.

No grafico da Figura 11 (b) é perceptivel que a deposicdo das espécies na superficie
do substrato no tempo de 10 a 60 segundos apresentou uma correlacao linear (R = 0,999). No
periodo de tempo de 1 a 3 minutos essa correlagdo diminui (R= 0,987) e no periodo de 3 a 10
minutos ndo houve variacdo da absorbancia, indicando que se atingiu 0 maximo de espécies
adsorvidas na superficie do substrato. Sendo assim, a preparacdo dos filmes LbL com a
arquitetura (PPV/Pt-SiPy*CI); foi realizada no tempo de imers&o de 3 minutos.

O monitoramento do crescimento das bicamadas dos filmes LbL nas arquiteturas,
(PVS/Pt-SiPy*CI"), e (Pt-SiPy'CI'/PVS),, foi realizado por espectroscopia na regido do UV-
Vis, a partir do acompanhamento do aumento da absorbéancia da banda em 258 nm, atribuida
a presenca do Pt-SiPy*CI", como mostrado na Figura 12.

As Figuras 12 (b) evidenciam um aumento linear (R = 0,992) para ambos os filmes a
medida que as bicamadas sdo depositadas na superficie do substrato de quartzo. A partir
destas observacdes é confirmado que a mesma quantidade de Pt-SiPy*CI™ é adsorvida na

superficie do quartzo a cada bicamada depositada. No entanto, com a arquitetura (Pt-SiPy"CI”
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IPVS),, verificaram-se valores de absorbancia menores a cada bicamada depositada, em
relagdo a arquitetura (PVS/Pt-SiPy’'Cl),. Este comportamento pode estar relacionado as
interacbes entre 0s precursores e 0 substrato durante a primeira deposicdo, as quais
influenciam na auto-organizacdo sequencial no filme LbL. Portanto, quando a deposicédo se
inicia com o PVS, é possivel constatar maiores valores de absorbancias nas deposicdes
posteriores, provavelmente porque nesta sequéncia o PVS é melhor adsorvido na superficie
do substrato do que o Pt-SiPy*CI".
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Figura 12- (a) Espectros de UV-Vis dos filmes LbL (PVS/Pt-SiPy"CI), contendo diferentes bicamadas; (o)
Relagio entre 0 nimero de bicamadas e a absorbancia em 258 nm dos filmes LbL (PVS/Pt-SiPy*CI), e (Pt-
SiPy*CI/PVS), (c) Espectros de UV-Vis dos filmes LbL (PPV/Pt-SiPy*CI’), contendo diferentes bicamadas; (d)
Relagdo entre 0 nimero de bicamadas e a absorbancia em 293 nm dos filmes LbL (PPV/Pt-SiPy'CI), e (Pt-
SiPy*CI/PPV),.

Um comportamento similar foi observado no monitoramento da deposicdo das
bicamadas nos filmes LbL (PPV/Pt-SiPy*CI), e (Pt-SiPy'CI'/PPV), obtidos em diferentes
bicamadas. Em ambos os espectros de UV-Vis dos filmes LbL, foi observada a presenca das
bandas do PPV-SO3; em 293, 367 e 423 nm e do Pt-SiPy"CI" em 255 nm, confirmando a
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presenca destes sobre o substrato, como evidenciado nos espectros do filme (PPV/Pt-SiPy*CI’
)nna Figura 12 (c). Além disso, foi evidenciado um crescimento linear em 293 nm (R = 0,997)
para ambas arquiteturas (Figura 12 (d)).

Como observado nos filmes contendo PVS, foi verificado que para arquitetura
(PPV/Pt-SiPy*Cl"),, houve uma maior absorbancia das bandas do que as verificadas no
espectro do filme (Pt-SiPy"CI'/PPV),. Novamente, este comportamento foi atribuido a melhor
organizacao do filme LbL contendo as NPs-Pt na parte externa.

Comparando-se as taxas de deposicdo para as diferentes arquiteturas, obtidas pela
razdo entre a variacdo de absorbancia e a variacdo no numero de bicamadas, pode-se observar
que para os filmes (PVS/Pt-SiPy'Cl), e (Pt-SiPy'CI/PVS), as taxas de deposicio
apresentaram valores similares. No entanto, para os filmes (PPV/Pt-SiPy*CI), e (Pt-SiPy'CI
IPPV),, foi constatado que a arquitetura (PPV/Pt-SiPy*CI’), apresentou uma taxa cerca de
1,83 vezes maior em relacéo a observada para a arquitetura (Pt-SiPy* CI'/PPV),.

Esta discrepancia nas taxas de deposicdo para as diferentes arquiteturas pode estar
diretamente relacionada as diferencgas estruturais dos polianions, pois o PPV-SO3 apresenta
uma estrutura mais ramificada contendo anéis aromaticos, enquanto o PVS contém uma
cadeia mais linear. Estas diferentes estruturas podem influenciar na organizacdo dos filmes a
cada bicamada depositada e nas interaces existentes entre os polianions e o Pt-SiPy*CI". Para
os filmes contendo PPV-SOs, verifica-se que houve deslocamento nas bandas do PPV-SO;
(em solucdo) nos espectros dos filmes LbL (PPV/Pt-SiPy*Cl), e (Pt-SiPy'CI'/PPV), de 423
para 437 cm™, 367 para 360 cm™ e 293 para 299 cm™ (Figura 13). Estes deslocamentos

ocorrem devido as interacdes existentes entre os precursores dos filmes.

—— PPV [2,0.10° mol L]

—— Pt-SiPy'CI' [2,5g L]

— Filme LbL (PPV/Pt-SiPy Cl), |
Filme LbL (Pt-SiPy'CI/PPV)

o
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Figura 13- Espectros de UV-VIS da solugdo 2,5 g L™ de PPV-SOs, solugdo de Pt-SiPy*CI e dos filmes LbL
(PPV/Pt-SiPy*Cl3 e (Pt-SiPy*CI/PPV)4, Sobre quartzo.
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Com intuito de confirmar a presenca dos polieletrdlitos nos filmes LbL (Pt-SiPy'CI
IPVS)4 € (PVS/Pt-SiPy"Cl)4 foram realizadas medidas espectroscopicas na regido do
infravermelho dos filmes drop-coated dos polieletrélitos precursores, PVS, SiPy'CI’, Pt-
SiPy*CI', e dos filmes LbL (Pt-SiPy"CI/PVS)s e (PVS/Pt-SiPy'Cl)s. Os espectros sdo
ilustrados na Figura 14 e os modos vibracionais com seus respectivos nimeros de onda séo
apresentados na Tabela 5.
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Figura 14- Espectros FTIR de (a) drop-coated do PVS, (b) drop-coated do SiPy"CI; (c) drop-coated do Pt-
SiPy*CI; (d) filme LbL (Pt-SiPy*CI/PVS)4 € (e) filme LbL (PVS/Pt-SiPy*Cl')4.

Tabela 5- Nimero de onda, grupos e modos vibracionais dos precursores PVS, SiPy*Cl, e Pt-SiPy*Cl" presentes
nos filmes sobre o substrato de silicio.

0 -1 0 =1
Grupos e modos vibracionais : ((;Z;Q‘Z?ufgg]) ) : ng%?gici(gg ) Ref.
v assimétrico  (S=0) 1191 1194 17
v assimétrico  (S=0) 1045 1049 17
Estrutura de gaiola (Si-O-Si) 1106 1130 209
Estrutura de rede (Si-O-Si) 1054 1030 — 1070 210
v Si-C e 5 (Si-O-Si) 820-980 800-1000 210

No espectro FTIR do SiPy’Cl" (Figura 14 (b)), duas bandas largas de absor¢do do
esqueleto Si—O-Si na regido compreendida entre 1000 — 1250 cm™ s&o observadas. Estas s&o

atribuidas a sobreposicdo das bandas dos estiramentos simétricos e assimétricos do esqueleto

Si—O-Si (1054 e 1106 cm™, respectivamente)210. A segunda banda na regido entre 820 e 980

cm™ é atribuida aos diferentes modos vibracionais com uma larga contribuicéo das bandas
relatadas a deformacdo angular do grupo Si—C-H e da banda atribuida ao estiramento da

ligacdo Si-C*. No entanto, devido a sobreposicdo destas bandas, ndo é possivel uma
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atribuicéo precisa. Estas bandas sdo caracteristicas deste tipo de material e sdo semelhantes as

encontradas em outros estudos envolvendo polimeros de silsesquioxanos209.210.24,

As duas bandas de absorcdo localizadas no intervalo entre 1000 — 1250 cm™s&o
caracteristicas do esqueleto Si—O-Si devido & presenca de dois tipos de estrutura, sendo a
primeira em 1054 cm™ atribuida & vibracdo da estrutura de rede e a segunda em 1106 cm™
conferida & estrutura de gaiola do esqueleto Si-O-Si*™°.

A estabilizacdo das NP-Pt no SiPy'CI™ induz um forte decréscimo na intensidade da
absorcdo caracteristica nesta regido (Figura 14 (c)) causando um desaparecimento das bandas
na regido entre 820 e 980 cm™ e da banda do estiramento simétrico Si—-O-Si da vibrac&o de
rede (1054 cm™). Além disso, a presenca das NP-Pt reduz a intensidade da banda do
estiramento assimétrico do esqueleto Si-O-Si da estrutura de gaiola (1106 cm™)?!°. Estas
observaces indicam que a estabilizacdo das NP-Pt no polimero SiPy'CIl" provoca um
impedimento nos modos vibracionais da estrutura do silsesquioxano, diminuindo os graus de
liberdade e consequentemente ocasionando um decréscimo nos estiramentos ou deformacdes
das ligacbes Si—O-Si, Si—C—H, e Si—C. O fato de somente o modo vibracional da estrutura de
gaiola estar ativa pode indicar que embora os modos vibracionais do esqueleto SiPy'CI
estejam estericamente impedidos, os grupos Si—O-Si proximos a superficie das NPs-Pt na
gaiola se apresentam praticamente livres para vibrar.

Este tipo de alteracdo nos modos vibracionais causados por mudancas estruturais foi
também observado no estudo com filmes formados a partir de um silsesquioxano polimérico
submetido a um tratamento térmico que provocou alteracdo na intensidade das bandas em
1030-1070 e 1130 cm™, atribuidas respectivamente & estrutura de rede e estrutura de gaiola do
esqueleto Si—O-Si. Este fato foi atribuido pelos autores as mudancgas estruturais na cavidade e
na estrutura de rede do silsesquioxano estudado®™.

Além disso, é importante observar que o desaparecimento da maior parte das bandas
atribuidas ao esqueleto de Si indicou que as interagces entre os PtNPs e o SiPy'CI
apresentam apenas uma natureza estérica, pois a existéncia de interagdes quimicas deveriam
proporcionar deslocamentos nas bandas caracteristicas da matriz assim como o aparecimento
de novas bandas, de acordo com o observado em outros trabalhos'"*®".

Os espectros de FTIR dos filmes (Pt-SiPy'CI/PVS)4 (Figura 14 (d)) e (PVS/Pt-
SiPy"Cl")40 (Figura 14 (e)), confirmaram a presenca dos polieletrélitos PVS (Figura 14 (a)) e
Pt-SiPy*CI™ (Figura 14 (c)). Os espectros dos filmes mostraram as bandas caracteristicas do

PVS em 1191 e 1045 cm™ atribuidas aos estiramentos assimétricos do grupo S=0*"** e a
69



banda caracteristica do Pt-SiPy*CI" em 1106 cm™ atribuida ao estiramento assimétrico do
grupo Si—-O-Si*3. No entanto ndo foram observados deslocamentos significativos nas bandas
dos precursores apds a deposi¢do nos filmes LbL.

As caracterizagdes espectroscopicas vibracionais dos filmes LbL (PPV/Pt-SiPy*Cl), e
(Pt-SiPy*CI'/PPV), por FTIR no modo de transmissdo foram comparadas aos filmes das
espécies precursoras, drop-coated de PPV-SOs, drop-coated de SiPy"Cl™ e drop-coated de Pt-
SiPy*CI (Figura 15). No espectro do filme drop-coated de PPV-SOs (Figura 15 (a)) as bandas
em 1189 e 1048 cm* foram atribuidas aos estiramentos simétricos e assimétricos do grupo
(S=0), respectivamente’.

Da mesma forma que nos filmes LbL contendo PVS e Pt-SiPy"CI, neste estudo
também comprovou-se a incorporagdo das NPs-Pt pelo desaparecimento das bandas do
SiPy"CI na regido entre 820 e 980 cm ™ (Figura 14 (c)) e pela diminuicdo na intensidade da

banda em 1103 cm™ atribuida & estrutura de gaiola do grupo Si-O-Si?®.
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Figura 15- Espectros de FTIR dos filmes (a) drop-coated de PPV-SO3, (b) drop-coated de SiPy*ClI, (c) drop-
coated de Pt-SiPy*CI, (d) LbL de (PPV/Pt-SiPy"Cl )3 e (e) LbL de (Pt-SiPy*CI/PPV)s.

A confirmagdo da presenca dos precursores PPV-SOs e Pt-SiPy"Cl™ nos espectros dos
filmes LbL (PPV/Pt-SiPy"Cl )3, (Figura 15 (d)) e (Pt-SiPy'CI/PPV)s, (Figura 15 (e)) €
comprovada pela existéncia das bandas do PPV-SO; em 1048 e 1189 cm™ atribuidas
respectivamente aos estiramentos assimétrico e simétrico do grupo S=0%* e das bandas do Pt-
SiPy*CI~ em 1108 cm ™ atribuidas ao estiramento assimétrico do grupo Si-O-Si*®.

Foi observado que as bandas em 1048 e 1186 cm* do PPV-SOj3 (Figure 15 (a)) foram

deslocadas de 1048 para 1037 cm ™ e de 1186 para 1203 cm %, respectivamente nos espectros
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dos filmes LbL (PPV/Pt-SiPy"Cl )3 e (Pt-SiPy"Cl /PPV)3,. Estes deslocamentos ocorrem
devido a interacdo entre os grupos negativos (SO3) do PPV-SO;z e os anéis piridinios
(carregados positivamente) do Pt-SiPy"Cl™ existentes nos filmes LbL. Estudos semelhantes
foram observados para filmes LbL contendo ftalocianinas sulfonadas de cobre com SiPy*CI®,
PANI com ftalocianinas sulfonadas®'*, e Pt-PAMAM com PVS™. Nestes trabalhos também
foram observados deslocamentos de bandas dos precursores dos filmes os quais foram
atribuidos as interagdes existentes nos filmes entre as espécies depositadas.

As medidas de FTIR nos mostraram maiores deslocamentos nas bandas dos filmes
LbL contendo PPV-SO; e Pt-SiPy'Cl™ em relagdo aos filmes contendo PVS e Pt-SiPy'CI .
Estes resultados corroboram com as medidas de UV-Vis onde as maiores interages foram
evidenciadas nos filmes contendo PPV-SOs, estrutura mais ramificada, em relacdo aos filmes
contendo PVS, estrutura mais linear.

Tendo em vista a complementaridade das técnicas espectroscopicas de FTIR e Raman,
visando verificar modos vibracionais ndo observados nos espectros de FTIR, foram realizadas
medidas de espalhamento Raman dos filmes nas diferentes arquiteturas.

Inicialmente foram obtidos espectros de Raman dos filmes drop-coated de PVS, drop-
coated de SiPy'Cl, drop-coated de Pt-SiPy'Cl™ e dos filmes LbL (Pt-SiPy"CI/PVS)3 e
(PVS/Pt-SiPy*Cl")3, depositados sobre substrato de prata (dispersdo coloidal) (Figura 16 (a-
e)).

O espectro Raman dos filmes drop-coated de SiPy"CI™ (Figura 16 (b)) e drop-coated
de Pt-SiPy*Cl™ (Figura 16 (c)) apresentaram as bandas em 1028 cm™ (forte) e 646 cm™
(média), respectivamente, atribuidas ao modo de respiragdo do anel de piridinio e a

deformac&o no plano do mesmo anel*

. Ainda destas bandas, notou-se uma maior intensidade
nos espectros dos filmes LbL em relacdo ao filme drop-coated do SiPy"Cl Figuras 16 (d) e
(e). Esta observacéo indica que a automontagem entre o PVS e o Pt-SiPy"CI" nos filmes LbL
fornece uma maior quantidade de material na superficie do substrato devido & maior
organizacdo nestes filmes®. A presenca do PVS nos filmes drop-coated e filmes LbL é
confirmada pela banda em 1065 cm™ atribuida ao estiramento S = 0%° | (Figura 16 (a), (d) e
(e)). No entanto, ndo foram observados deslocamentos das bandas dos precursores no espectro

do filme LbL.
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Figura 16- Espectros Raman dos filmes de : (a) drop-coated PVS (b) drop-coated SiPy*Cl’, (c) drop-coated Pt-
SiPy*CI’, (d) filme LbL (PVS/Pt-SiPy"Cl')y € (e) filme LbL (Pt-SiPy"CI/PVS)s.

Os espectros de espalhamento Raman dos filmes drop- coated contendo SiPy*CI’, Pt-
SiPy'Cl" e PPV-S0O; e do filme LbL (PPV/Pt-SiPy"Cl)3, depositados sobre substrato de
prata, sdo ilustrados na Figura 17. Novamente, os espectros do SiPy’Cl" e do Pt-SiPy'CI
mostraram as bandas em 1028 cm™ (forte) e 648 cm™ (média), atribuidas respectivamente ao
modo de respiracdo do anel piridinio e & deformac&o no plano do mesmo anel*
de Raman do PPV-SOj3; apresentam as bandas em 354, 1047, 1197 e 1317 cm™, atribuidas

respectivamente a deformacdo do anel no plano, deformagdo C-H do anel benzénico no

. Os espectros

plano, estiramento simétrico do anion SO; e estiramento simétrico C-C do grupo
vinilico®>%®, A presenca destas bandas dos precursores no filme (PPV/Pt-SiPy"Cl)3o, assim
como a verificacdo de deslocamentos de bandas nos espectros Raman (Figura 17 (—))

confirmam as interages existentes entre 0 PPV-SOs e 0 nanohibrido (Pt-SiPy*"CI") (Tabela 6).

Intensidade (u.a)

250 500 750 1000 1250 1500 1750
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Figura 17- Espectros de espalhamento Raman para os (a) filme LbL (PPV/Pt-SiPy"Cl)s, (b) filme drop-coated
de PPV-S0O; (c) filme drop-coated de Pt-SiPy*CI’, (d) filme drop-coated de SiPy*Cl" e (e) substrato de Ag.
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Tabela 6- Bandas observadas nos espectros Raman dos filmes drop-coated de SiPy*Cl’, Pt-SiPy*CI" e PPV-SO;
e do filme LbL (PPV/ Pt-SiPy"Cl)3.

Bandas (cm) (PPV-SO3) | (SiPy*CI) [ (Pt-SiPy*CI) [ (PPV/Pt-SiPy*Cl)s
andas (cm
drop drop drop LbL
MOdZn‘lel Lffﬂ:ﬁf:o do | 1028cm™ | 1028 cm™® 1026 cm™
De‘cor;?;‘l?%‘;r?giﬁi'gno S — 645cm*t | 644 cm’ 648 cm
Deformacdonoplanodo | o0 0| | L 1317 em
anel benzénico
v simétrico C-C do vinil K R I — 351cm ™

Novamente foi constatado por Raman, maiores interagdes ocorrendo nos filmes LbL
contendo PPV-SO; ao invés de PVS, pois nas arquiteturas contendo PPV-SOj; foram
observados deslocamentos nas bandas dos precursores (Tabela 6), diferentemente do
observado para as arquiteturas contendo PVS.

Com intuito de verificar a morfologia superficial dos filmes sobre a superficie de FTO,
foram realizadas medidas de AFM com os filmes LbL nas diferentes arquiteturas.

A Figura 18 ilustra as imagens de AFM das arquiteturas (PVS/Pt-SiPy*CI), (n = 12,
20 e 30 bicamadas) (Figura. 18 (a—c)) e (Pt-SiPy'CI/PVS)s (Figura 18 (d)). Notou-se de

modo geral que todos os filmes revelaram uma morfologia globular similar a observada nos

filmes LbL de SiPy"CI/CuTsPc9 e Pt-PAMAM/PVS™. As rugosidades médias destes filmes

sdo listadas na Tabela 7.

Figura 18- Imagens de AFM dos filmes LbL de (a) (PVS/Pt-SiPy*Cl)y,, (b) (PVS/Pt-SiPy*Cl)y, (c) (PVS/Pt-
SiPy*Cl’s, e (d) (Pt-SiPy*CI/PVS)s.
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Tabela 7 - Rugosidade média (RMS) do substrato FTO e dos filmes LbL (PVS/Pt-SiPy*CI"), contendo 5, 12, 20
e 30 bicamadas e do filme LbL (Pt-SiPy"CI/PVS)s.

Numero de bicamadas Rugosidade (RMS) (nm)

(10x10 pm)

FTO 34,433

(PVS/ Pt-SiPy*CI)s 24,024
(PVS/ Pt-SiPy*"CI);, 19,553
(PVS/ Pt-SiPy*Cl)2 22,598
(PVS/ Pt-SiPy*"Cl)39 27,656
(Pt-SiPy*CI" /PVS)s 24,584

E possivel observar um aumento na rugosidade do filme (PVS/Pt-SiPy*ClI’), contendo
12 bicamadas (19,553 nm) até o filme contendo 30 bicamadas (27,656 nm). No entanto, é
importante ressaltar que durante a deposicdo das primeiras camadas, as moléculas s&o
depositadas aleatoriamente até o recobrimento total da superficie do substrato e desta forma
diminuindo gradativamente a rugosidade do substrato FTO. Esta diminuicdo pode ser
explicada pela mudancga da natureza da superficie, pois para o FTO tem-se uma superficie
mais dura do que a observada ap6s a deposicdo dos polieletrolitos. Esta mudanca de
superficie acarreta uma diminuicdo na rugosidade na deposicdo das primeiras camadas
verificada comparando a rugosidade da superficie do substrato FTO (34,433 nm) com a
rugosidade dos filmes contendo 5 (24,024 nm) e 12 (19,553 nm) bicamadas. Uma vez que as
camadas sdo depositadas, as moléculas adsorvidas formam agregados que provocam um
aumento na rugosidade e no tamanho dos grdos a medida que o namero de bicamadas

aumenta de 12 para 30 bicamadas. Resultados semelhantes foram obtidos para o filme LbL

(SiPy"CI'/CuTsPc LbL),9.

Um comportamento semelhante foi observado para as arquiteturas contendo PPV-SOs.
A investigacdo morfoldgica dos filmes LbL (PPV/Pt-SiPy'Cl), (n = 5, 10, 15 e 20
bicamadas) depositados sobre 1dmina de FTO foi analisada por medidas de AFM (Figura 19).

Destas imagens observou-se uma distribuicdo homogénea dos grdos de superficie no
filme (PPV/Pt-SiPy*CI)s (Figura 19 (a)) e mais heterogénea nos filmes com maiores niimeros
de bicamadas (n = 10, 15 e 20) (Figuras 19c-d), onde surgem pequenos aglomerados. Esta
constatacdo é feita com base nos valores de rugosidade média quadratica (Rq), que apresenta
um valor baixo de Rq (11,371 nm) para o filme LbL (PPV/Pt-SiPy*'Cl)s e valores um pouco
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superiores para os filmes LbL contendo 10, 15 e 20 bicamadas (12,662, 13,177 e 14,769 nm,

respectivamente), como ilustrados nas Figuras 19 (b-d) e apresentados na Tabela 8.

(@) (b)

(©) (d)

Figura 19- Imagens morfologicas de AFM dos filmes LbL (a) (PPV/Pt-SiPy"Cl")s, (b) (PPV/Pt-SiPy*Cl ), (C)
(PPVI/Pt-SiPy"Cl )5 e (d) (Pt-SiPy*"CI /PPV),. A janela de varredura para as imagens foi de 5.5 pm.

Tabela 8- Rugosidade média dos grdos (nm) da superficie do FTO, dos filmes LbL (PPV/Pt-SiPy*CI"), contendo
5, 10, 15 e 20 bicamadas e do filme LbL (Pt-SiPy*CI"/PPV)s.

Ndmero de bicamadas HUEBEREEE (RIS ()
(10x10 pm)

FTO 14,86
(PPV/PL-SiPy*Cl)s 137
(PPV/PL-SiPy*Cl)yg 12662
(PPV/PE-SiPY*Cl)15 13177
(PPV/PL-SiPy*Cl)z0 14769
(P-SiPY*CI/PPV)s 11,437

Quando se compara a rugosidade média dos grdos de superficie do substrato FTO
(14,86 nm), é perceptivel que a deposicdo dos precursores PPV-SO3 e Pt-SiPy*CI™ diminui

essa rugosidade, pois além da mudanca na natureza de superficie, os polieletrolitos se
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depositam nos espacos existentes entre os graos, preenchendo-os. Porém, a medida que as
bicamadas sdo depositadas, a rugosidade dos filmes LbL tende aumentar novamente, devido a
auto-organizacdo que ocorre entre os polieletrolitos. Resultados similares a estes foram
obtidos para os filmes LbL (PVS/Pt-SiPy*CI"),, bem como para os filmes (SiPy"CI"/CuTsPc),

no trabalho de Jesus et al9.

5.3 Caracterizacdo eletroquimica dos filmes (PVS/Pt-SiPy*CI),, (Pt-SiPy'CI7/PVS),,
(PPV/Pt-SiPy*Cl), e (Pt-SiPy'CI" /PPV),

Foram obtidos voltamogramas ciclicos do substrato FTO e dos filmes LbL contendo as
arquiteturas  (PVS/Pt-SiPy'CI),, (Pt-SiPy'CI/PVS),, (PPV/Pt-SiPy'Cl), e (Pt-SiPy'CI
IPPV), utilizando como eletrélito suporte uma solucéo de NaNO3 0,1 mol L™ em pH na janela
de potencial de 0 a 1,4 V. Como pode ser observado na Figura 20, tanto o FTO, quanto os

filmes testados, ndo apresentaram processo redox definido na janela de potencial investigada.
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Figura 20- Voltamogramas ciclicos do FTO e dos filmes LbL (PVS/Pt-SiPy*CI),, (Pt-SiPy*CI/PVS),, (PPV/Pt-
SiPy*CI'), e (Pt-SiPy"CI" /PPV),, em pH = 7 na presenca de 0,1 mol L™ de NaNO; (v =50 mV s™).

5.3.1 Deteccdo eletroquimica de DA com os filmes de PVS e Pt-SiPy*CI

Com intuito de avaliar as propriedades eletroquimicas das diferentes arquiteturas dos
filmes LbL, foram obtidos voltamogramas ciclicos dos filmes LbL (PVS/Pt-SiPy'CI)s, (Pt-
SiPy*CI'/PVS); e filme drop-coated (Pt-SiPy*Cl); na presenca de DA (1,0 x 10° mol L™) em

pH 7, como ilustrado na Figura 21.
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Figura 21- Voltamogramas ciclicos do FTO e dos filmes LbL (PVS/Pt-SiPy*Cl);, (Pt-SiPy"CI'/PVS); e filme
drop-coated (Pt-SiPy"Cl"); sobre FTO, em pH = 7 na presenca de 1,0 x 10 mol L™ DA (v =50 mV s™).

Ao comparar 0s voltamogramas obtidos dos filmes LbL com o voltamograma do FTO
na presenca de DA (Figura 21), € possivel observar que todos estes eletrodos, (PVS/Pt-
SiPy*CI)s, (Pt-SiPy*'CI/PVS)s, (Pt-SiPy'Cl); e FTO, forneceram apenas um processo redox,
atribuido a oxidacdo da dopamina para dopaminaquinona, com o envolvimento de 2
elétrons®’, em potenciais de oxidacdo muito préximos (0,93, 0,92, 0,92, e 0,90 V,
respectivamente). No entanto a oxidacdo da DA ocorre com diferentes intensidades de
corrente. As maiores correntes de pico anddicas foram obtidas para os filmes (PVS/Pt-
SiPy"Cl); e (Pt-SiPy'CI/PVS)3 (Ipa = 121,50 pA e Ipa = 104,22 pA, respectivamente) em
relagdo ao FTO (lpa = 81,25 pA) e o (Pt-SiPy'Cl); (Ipa = 65,43 pA). Estes resultados
mostram que a presenca do PVS na arquitetura do eletrodo é fundamental para deteccéo de
DA, pois o PVS alternado com o Pt-SiPy*"CIl" promove uma melhor organizacio no filme LbL
disponibilizando maior quantidade de NPs-Pt sobre o substrato FTO, o que acarreta em uma
maior corrente de oxidacdo para a DA em relacdo a oxidacdo verificada para o filme drop-
coated (Pt-SiPy*CI)3 (Ipa = 65,43 pA) sem a presenca de PVS.

Outro fato a ser destacado é a importancia das NPs-Pt na superficie destes eletrodos
para 0 aumento da intensidade de corrente de oxidagdo de DA, ja que o PVS e o SiPy"Cl" ndo
s30 eletroativos como observado em estudo preliminares'? para filmes contendo apenas estes
compostos. No entanto, € importante ressaltar que embora o PVS ndo seja eletroativo, a
presenca deste polimero na constituicdo dos filmes LbL é fundamental para contrabalancear
as cargas positivas do Pt-SiPy’Cl™ e consequentemente auxiliar a auto-organizagio estrutural
dos filmes LbL.
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Nas mesmas condic¢des experimentais, também é possivel verificar que a sequéncia de
deposicao dos polieletrolitos influencia diretamente na intensidade de corrente de oxidacgao de
DA. Nota-se que a intensidade de corrente obtida com o filme (PVS/Pt-SiPy"Cl’); é maior
(Ipa = 120 pA) do que a obtida com o filme (Pt-SiPy"CI/PVS); (Ipa = 104 pA). A maior
corrente observada para o filme (PVS/Pt-SiPy'Cl)s; se deve & presenca de NPs-Pt na
superficie externa no eletrodo, a qual facilita o processo de transferéncia de elétrons. Por
outro lado, a menor corrente verificada para o filme (Pt-SiPy"CI/PVS); revela que ao invés
das NPs-Pt o PVS se encontra mais exposto a solucdo de DA na cela eletroquimica.

Quando comparados os perfis voltamétricos obtidos com os filmes LbL (PVS/Pt-
SiPy"Cl"); e (Pt-SiPy"CI/PVS); (Ipa = 121,50 e 104,22 uA), respectivamente, também nota-se
que estes forneceram maiores correntes de oxidacdo para a DA em relacdo ao eletrodo sem
modificacdo, FTO, (lpa = 81,25 pA). Isto nos confirma a importancia da técnica de
automontagem no processo de modificacdo do eletrodo FTO para construgdo de sensores para
deteccdo de DA.

Tendo observado que as melhores respostas eletroquimicas para oxidagdo da DA
foram verificadas com o eletrodo contendo as NPs-Pt na parte externa, visando avaliar a
dependéncia da resposta eletroquimica para oxidacdo de DA com a arquitetura (PVS/Pt-
SiPy*CI’), com diferentes bicamadas, foram preparados filmes LbL contendo, 1, 3, 6, 9 e 12
bicamadas. As Figuras 22 (a) e 22 (b) ilustram respectivamente os voltamogramas ciclicos e

de pulso diferencial obtidos com estes filmes numa concentragdo de DA (1,0 x 10 mol L™Y).
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Figura 22- Voltamogramas (a) ciclicos e (b) de pulso diferencial dos filmes LbL (PVS/Pt-SiPy*Cl"),, onde n=1,
3, 6,9 3 12 bicamadas, na presenca de 1,0 x 10 mol L DA (v=30 mV s™).

Verifica-se que entre os filmes estudados contendo diferentes bicamadas, destaque

pode ser dado para o filme (PVS/Pt-SiPy*Cl)3 contendo 3 bicamadas, pois proporcionou uma
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maior corrente de oxidacdo para DA (Ipa = 45 pA) (Figura 22 (b)). Nota-se que de um modo
geral, para um maior nimero de bicamadas a corrente de oxidagdo de DA diminui. Este fato
indica que quando se aumenta o numero de bicamadas o eletrodo se torna mais resistivo
devido a maior quantidade de material no eletrodo dificultando o processo de transferéncia de
elétrons da solucdo até a superficie do eletrodo. E importante observar que a deposicédo de
uma unica bicamada ndo € suficiente para propiciar o recobrimento da superficie do FTO
necessario para intensificagdo no sinal de corrente de oxidagdo de DA. Com trés bicamadas
auto-organizadas a quantidade de material é suficiente para promover a transferéncia de
elétrons e a intensificacdo do sinal € atingida. A partir deste nUmero de bicamadas, de um
modo geral, ao invés de intensificacdo no sinal de corrente, tém-se um eletrodo resistivo

devido a grande quantidade de material depositado. Um comportamento semelhante a este foi

observado com os filmes LbL (SiPy"CI/CuTsPc) sobre FTO na deteccio de DA9, onde foi

observado um aumento na intensidade de oxidacdo da DA para os filmes LbL contendo de 1 a
5 bicamadas. No entanto, de 5 a 10 bicamadas foi verificada uma diminuicéo na intensidade
de corrente de oxidacdo para a DA.

Como um dos principais interferentes da DA em tecido cerebral é o AA existindo
numa concentracdo de cerca de 100 a 1000 vezes maior que a concentracdo de DA®® a
capacidade sensorial do filme LbL (PVS/Pt-SiPy"Cl"); para deteccdo de DA foi analisada na
presenca deste interferente. A partir dos resultados obtidos (Figura 23) constatou-se que 0
filme LbL (PVS/Pt-SiPy*"Cl); na presenca de DA apresentou um pico de oxidagéo em 0,93 V
e na presenca de AA (1,0 x 10 mol L™), um pico de oxidacéo em 1,41 V, o qual é oxidado &

acido desidroascorbico, com o envolvimento de 2 elétrons®®,
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Figura 23- Voltamogramas ciclicos do filme LbL (PVS/Pt-SiPy*Cl"); na presenca de DA e AA, ambos 1,0 x 10
molL™ em NaNO; 0,1 mol L*, pH 7 e v=30 mV s™.
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Com intuito de verificar a dependéncia da resposta eletroquimica do filme LbL
(PVS/Pt-SiPy*Cl); em funcdo da quantidade de DA, foram realizados ensaios variando a
concentracdo deste analito numa faixa de 6,7 x 10° mol L™ a 5,0 x 10° mol L™. A partir dos
voltamogramas de pulso diferencial obtidos as intensidades de corrente de pico anddicas
foram registradas em funcdo da concentracdo de DA, com os voltamogramas resultantes

apresentados na Figura 24 (a).
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Figura 24- (a) Voltamogramas de pulso diferencial do filme LbL (PVS/Pt-SiPy*Cl’); na presenca de diferentes
concentracdes de DA (6.7 x 10° a 5,0 x 10 mol L™) e (b) Curva analitica (c) Voltamograma de onda quadrada
obtidos com filme LbL (PVS/Pt-SiPy*Cl'); na presenca de DA (0,31 e 2,07 u mol L™) , em NaNO; 0,1 mol L™
empH7 (v=30mVs™).

Observa-se nos voltamogramas da Figura 24 (a) o aumento das intensidades das
correntes de pico anddicas em funcdo da concentracdo de DA, sem o deslocamento dos
potenciais de pico. A partir dos valores obtidos com cinco curvas analiticas como da Figura
24 (b), foi realizada a média aritmética dos resultados para analisar alguns parametros como a
sensibilidade (0,008 pmol L™), limite de deteccdo (LD) (2,6 x 10° mol L™) e limite de
quantificacdo (LQ) (8,6 x 10 mol L™) obtidos do coeficiente angular da equacdo da curva
analitica. Estes valores se encontram na faixa de valores de LD (10° — 10° mol L™) e LQ (10°

>~ 10"® mol L™) encontrados em outros estudos da literatura como sumarizados na Tabela 9.
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Experimentalmente, verificou-se que o LQ do filme LbL (PVS/Pt-SiPy'Cl’); para
determinacdo de DA, é mais aplicAvel do que o LD, pois proporciona a possibilidade de
determinacéo de DA, a partir do valor de LQ calculado como ilustra a Figura 24 (c).

Tabela 9- Valores de LD e AE obtidos entre DA e AA para diferentes eletrodos.

Eletrodo Descricdo do eletrodo LD (umol L) | AE (mV) | Ref.
GCE-NPs-Au/Ch o s GCE) 0,12 140 | 148
DBPENPsA | Lt o Bo | 0g | o0 | 149
(SiPy'CI fCuTsPa)s | -S04 10 500 | 9
GCE- NPs-AU/PI NPs-Au eletrodepositadas sobre GCE 07 180 220

com poli imidazol.

NPs-Au eletrodepositadas sobre poli
Au-PEDOT/NPs-Au (3,4-etileno-dioxitiofeno) (PEDOT) 1,55 x 10° 230 221
sobre eletrodo de Au.

{AUNPS/RGO}0/GCE | P deAue 0xido de grafeno (RGO) 0,02 130 | 222
(PVS/Pt-SiPy*Cl); Eletrodo utilizado nesta tese 2,6 550 12

A sensibilidade dos eletrodos na deteccdo de DA foi determinada pelo coeficiente
angular da equacg&o da curva analitica (Figura 24 (b)).

O LD e o LQ foram obtidos através da relacdo entre a o desvio padréo de valores de
correntes registrados nos voltamogramas de 10 brancos com os valores do coeficiente angular
da curva e calibracdo. A partir disso, calculou-se o LD para DA, com a Equacdo 2, e 0 LQ
com a Equacdo 3, de acordo com as regras da [IUPAC?%,

3 _10x
LD=""12] LQ=="1[3]

Onde X é o desvio padrdo dos valores de corrente de 10 brancos e b € o coeficiente
angular da curva analitica. O niimero 3 e 10 so fatores multiplicadores apropriados**.

A deteccdo simultanea de DA e interferentes nos diferentes filmes estudados, (PVS/Pt-
SiPy*CI)s, (Pt-SiPy'CI/PVS)s, (Pt-SiPy"CI)s, FTO e Pt lisa, foi analisada na presenca de DA
e AA, ambos misturados em 9,0 x 10 molL™* em NaNO3 0,1 molL™ em diferentes valores de
pHs (1, 3, 7 e 10) (Figura 25).
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Figura 25- Voltamogramas de pulso diferencial dos eletrodos (PVS/Pt-SiPy*Cl)s, (Pt-SiPy*CI/PVS),, (Pt-
SiPy*Cl);, FTO e Pt lisa em (a) pH = 1, (b) pH = 3, (c) pH = 7 e (d) pH = 10. Na presenca de [DA] e [AA]
ambos 9, 09 x 10 mol L™ Epys = 50 mV; v =5mV s™ e tys, = 0.07 s (pardmetros otimizados).

Novamente constatou-se que nos diferentes valores de pHs, o filme LbL (PVS/Pt-
SiPy*CI"); forneceu as melhores respostas no processo de deteccdo de DA, uma vez que com
excecdo do pH 1, nos demais valores de pHs analisados, este filme apresentou maior
diferenga de potencial de oxidagdo entre ambos os analitos, do que os demais eletrodos
investigados. No entanto, visando a possibilidade de determinacdo de DA em amostras
bioldgicas é interessante evidenciar a possibilidades de detec¢do simultanea de DA em meio
a0 AA em pH 7 (Figura 25 (c)). Neste valor de pH, o eletrodo (PVS/Pt-SiPy*Cl); promoveu a
deteccdo de DA e AA com uma diferenca de potenciais de oxidacgdo igual a 550 mV. Esta
diferenga de potencial foi superior em relagcdo as observadas com diferentes eletrodos em
outros estudos observados na Tabela 9.

Embora alguns eletrodos tenham exibido valores de LD inferiores ao observado com o
(PVS/Pt-SiPy*Cl")s, (Tabela 9) destaque poder ser dado a maior diferenca de potencial de

oxidagédo para a DA e o AA (550 mV). No entanto, mesmo que o valor de LD tenha sido
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relativamente maior que outros encontrados na literatura, o valor de 2,6 pmol L™ est4 dentro
da faixa encontrada em amostras bioldgicas. Comparando o desempenho do eletrodo (PVS/Pt-
SiPy*"CI"); com a do eletrodo (SiPy"CI /CuTsPc)s, & possivel constatar um menor valor para o
LD (2,6 umol L™) e uma maior diferenca de potencial de oxidac&o entre a DA e 0 AA (50 mV
maior). Este melhor desempenho pode ser atribuido a presenca das NPs-Pt presentes na
cavidade do SiPy'Cl’, constituinte do filme (PVS/Pt-SiPy'Cl);. Além disso, o eletrodo
(SiPy"CI"/CuTsPc)s, somente possibilitou a deteccdo de DA em meio acido (pH 3) enquanto
que com o filme (PVS/Pt-SiPy*Cl )3 0 mesmo aconteceu nos pHs 3, 7 e 10 (Figura 25 (b), 25
(c) e 25 (d)).

E importante ressaltar que em pH 7, a DA (pki = 8,93) esté carregada positivamente, e
0 AA (pki = 4,17) se encontra na sua forma ionizada anidnicamente, denominada ascorbato
(ABT). Como na Gltima camada do filme LbL (PVS/Pt-SiPy'Cl); tem-se o polication, este
interage com o ABT e consequentemente dificulta o processo de difusdo, fato que pode
explicar o alto valor de potencial de oxidagéo verificado para o AA em relacdo ao potencial
de oxidagéo da DA.

Apesar da importancia das NPs-Pt para a resposta eletrogquimica da DA e AA, bem
como o alto valor de corrente de oxidacdo obtido com a Pt lisa (Figura 25 (a)), a resposta
eletroquimica na deteccdo simultanea de DA e AA com a Pt lisa ndo foi eficiente como a
observada para os demais eletrodos formados pelos filmes LbLs, pois com a platina lisa ndo
foi possivel observar uma separacdo dos picos de corrente anddicas dos analitos DA e AA

nestas condicdes.
5.3.2 Deteccdo eletroquimica de DA com os filmes LbL de PPV-SO;3 e Pt-SiPy*CI’

A potencialidade sensorial dos filmes LbL (PPV/Pt-SiPy*'Cl), e (Pt-SiPy'CI/PPV),
contendo 3, 6, 10, 15 e 25 bicamadas foram estudados na oxidagdo de DA. A Figura 26 ilustra
os voltamogramas ciclicos destes filmes na presenca de 1,0 x 10 mol L™ de DA.

Ao analisar os voltamogramas ciclicos da Figura 26 (a), nota-se que da mesma forma
que o filme com PVS, o filme LbL (PPV/Pt-SiPy'Cl); foi o que apresentou um pico de
corrente maior (Ipa = 76 pA), melhor definido e com boa reversibilidade (AEp= 0,77 V)
frente ao analito DA. Além disso, comparando com o eletrodo FTO, sem modificacéo,
verifica-se que o filme LbL (PPV/Pt-SiPy*Cl") proporcionou a eletrocatalise do processo de
oxidacédo da DA, visto que apresentou menor potencial de oxidagdo da DA (1,0 V) em relacéo
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ao eletrodo de FTO (1,12 V). Este deslocamento de potencial em torno de 120 mV nos mostra
a importancia da modificacdo dos eletrodos utilizando os polieletrolitos PPV-SO; e Pt-
SiPy'CI".
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Figura 26- Voltamogramas ciclicos dos filmes LbL (a) (PPV/Pt-SiPy*Cl), (b) (Pt-SiPy*CI/PPV), (c) do
substrato FTO, dos filmes LbL (PPV/SiPy*Cl);, (SiPy'CI/PPV)s, (PPV/Pt-SiPy'Cl); e (Pt-SiPy CI/PPV)3, na
presenca de DA 1,0 x 10°mol L™ em NaNO; 0,1 mol L* pH=7 ¢ v=50 mVs™.

Na compararacdo das respostas eletroquimicas dos filmes LbL nas duas arquiteturas,
(PPV/Pt-SiPy*Cl)s e (Pt-SiPy'CI/PPV); (Figura 26 (a) e (b)), percebe-se que hd uma
dependéncia da resposta eletroquimica com a sequéncia de deposicdo. Novamente o filme
com NPs-Pt na parte externa, (PPV/Pt-SiPy'Cl)s, se mostrou mais eficiente na detecgdo de
DA, pois apresentou uma corrente de pico anddica superior (Ipa = 76 YA) a obtida com o
filme (Pt-SiPy"CI/PPV); (Ipa = 37 pA). A importancia das NPs-Pt foi evidenciada pelo
menor valor de Ipa (33,2 e 51 pA) obtido respectivamente com os filmes LbL sem hibrido,

(SiPy"CI/PPV); e (PPV/SiPy*Cl)s (Figura 26 (c)). Portanto, pode-se concluir que a presenca
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das NPs-M nestes eletrodos modificados facilitou a transferéncia de elétrons da DA num
processo conhecido com salto eletronico, do inglés Electron Hopping®®#%.

Visando compreender a contribuicdo de cada espécie individualmente na superficie do
FTO para o processo da deteccdo de DA, foram comparadas as respostas eletroquimicas
obtidas com os eletrodos sem modificacdo, tais como o eletrodo de Pt bulk, FTO e eletrodos
drop-coated formados por camadas de (PPV-SOs)s, (SiPy'Cl)s, (Pt-SiPy"Cl)s;, (PVS)s. Os

voltamogramas séo ilustrados nas Figuras 27 (a) e (b).
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Figura 27- (a) Voltamogramas ciclicos de Pt bulk, FTO, drop-coated de (PPV-SO3)s, (SiPy*Cl);, (Pt-SiPy*Cl);
e (PVS); e (b) destes eletrodos sem Pt bulk, em DA 1,0 x 10°mol L™, NaNO; 0,1 mol L, pH 7ev=50mV s™

Verifica-se da Figura 27 (a) que os eletrodos (Pt-SiPy'Cl); e (PPV-SOs)z oxidaram a
DA em potenciais mais negativos (Epa = 0,96 e 0,95 V, respectivamente), do que observado
com o FTO sem modificacdo (Epa = 1,08 V). Além disto, observa-se que os eletrodos
formados apenas por camadas de PVS e (SiPy'Cl)s; ndo demonstraram resposta para o
processo redox da DA, o que comprova que no filme LbL (PPV/Pt-SiPy*'Cl)s existe
contribuigdo tanto do PPV-SOs, um bom condutor, quanto do Pt-SiPy*CI para deteccéo de
DA, pois 0 nanocomposito formado durante a construgdo do filme LbL (PPV/Pt-SiPy*Cl);
promove um processo redox bem definido com uma grande intensidade de corrente. Este
comportamento ocorre diferentemente do que é observado nos estudos com filmes LbL
contendo o PVS ao invés de PPV-SO; pois nestes filmes a contribuicdo no processo de
transferéncia de elétrons se deve apenas & presenca do nanohibrido Pt-SiPy'Cl". O PVS ¢
necessario apenas para 0 processo de preparacdo dos filmes LbL contrabalanceando as cargas
positivas do Pt-SiPy*'CI" e o PPV-SOs além disso, também auxilia no processo de condugio

eletronica na superficie do eletrodo.
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A confirmacdo da melhora da resposta eletroquimica no processo de oxidacdo de DA
utilizando os filmes LbL contendo PPV-SO; ao invés de PVS, foi constatada no estudo dos
filmes LbL (PVS/SiPy*Cl)3 e (PPV/SiPy*'Cl)s, com o SiPy"Cl ausente de NPs-Pt, para que
desta forma fosse possivel investigar o comportamento exclusivo dos polianions. A Figura 28

ilustra os voltamogramas ciclicos obtidos com na presenca de 1,0 x 10° mol L™ de DA.
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Figura 28- Voltamogramas ciclicos dos filmes LbL de (a) (PPV/SiPy*Cl); e (b) (PVS/SiPy*Cl’); na presenca de
DA 1,0 x 10® mol L™ em NaNO; 0,1 mol L* pH=7 e v=50 mV s™.

Nota-se das Figuras 28 (a) e (b) que o filme (PPV/SiPy"CI’); apresenta melhor sinal de
corrente de oxidagdo para DA (Epa= 1,0 V e Ipa = 52 pA) em relacéo ao filme (PVS/SiPy’CI
)3 (Epa= 1,14 V e Ipa = 59,56 YA). Estes resultados nos confirmam a eficiéncia no processo
de modificagéo de eletrodos utilizando o PPV-SO3 ndo somente como um polianion presente
nos filmes LbL para interacfes fisicas com os polications, mas sim também, como estrutura
ativa no eletrodo para auxiliar processos de transferéncia na superficie dos eletrodos
modificados.

Realizou-se um estudo sistematico de voltametria de onda quadrada para avaliar 0s
melhores parametros da técnica para utilizagdo do filme (PPV/Pt-SiPy*Cl); frente ao analito
DA. Os parametros experimentais avaliados foram f, a e AEs e 0s parametros otimizados
foram f =90 Hz, a =80 mV e AE;= 2 mV (Figura 29).
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Figura 29- Voltamogramas de onda quadrada (a) e componentes de corrente (b) do filme LbL (PPV/Pt-SiPy*CI
)s na presenca de DA 1,0 x 10 mol L™. ParAmetros utilizados: f = 90 Hz, a =80 mV e AEs = 2mV.
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A Figura 29 (a) ilustra o voltamograma de onda quadrada do filme LbL (PPV/Pt-
SiPy*Cl")3 na concentracdo fixa de DA (1,0 x 10 mol L™) obtido nestas condicdes. Na
mesma concentracdo de DA, obteve-se uma relacdo das componentes de correntes direta,
reversa e resultante (Figura 29 (b)), onde € perceptivel a relacdo de componentes tipica de
sistemas reversiveis. De acordo com a literatura®®, este resultado nos indica que o sistema
pode ser pouco adsortivo.

A fim de analisar a dependéncia da resposta eletroquimica do filme LbL (PPV/Pt-
SiPy"Cl); em funcdo da concentragcdo de DA, foram realizados ensaios variando-se a
concentracdo deste analito na faixa entre 2,0 x 10° a 1,0 x 10° mol L™ (Figura 30 (a)) e a
partir dos voltamogramas obtidos obteve-se uma relagdo linear (R = 0,998) entre a
concentracdo de DA em funcéo da intensidade de corrente de oxidagcdo sem o deslocamento
dos potenciais de pico (Figuras 30 (a) e (b)). Esta medida foi repetida cinco vezes, e a partir
dos valores obtidos da média aritmética obteve-se a sensibilidade de 2,7 pmol L™, um LD de
3,19 x 10" mol L™ e um LQ de 2,07 x 10° mol L™. Estes resultados se encontram na faixa de
valores de LD (10° — 10° mol L™) e LQ (10™ — 10® mol L) para DA obtidos na literatura

como ja apresentado na Tabela 9.
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Figura 30 - (a) Voltamogramas de onda quadrada do filme (PPV/Pt-SiPy*Cl’); em diferentes [DA] (2,0 x 107
mol L™ 41,0 x 10° mol L™) e (b) Curva analitica. (Parametros da onda: f = 90 Hz, a = 80 mV e AEs = 2mV).

Experimentalmente, da mesma forma que verificado para o filme (PVS/Pt-SiPy*CI)s,
verificou-se que o LQ do filme LbL (PPV/Pt-SiPy*'Cl); para determinacio de DA, é mais
aplicavel do que o LD devido a possibilidade de determinacéo de DA, a partir do valor de LQ

calculado como ilustra a Figura 31.
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Figura 31 - Voltamogramas de onda quadrada do filme (PPV/Pt-SiPy"CI); em 0,32 e 2,07 umol L de DA.
(Parametros da onda: f= 90 Hz, a =80 mV e AEs = 2mV).

As propriedades eletroquimicas do filme (PPV/Pt-SiPy*Cl)3 na detecgdo simultinea
da DA em meio aos interferentes AA e AU, foi avaliada por medidas de voltametria na
presenca de cada um dos interferentes nas mesmas condicdes experimentais da DA. Ao
analisar os voltamogramas obtidos com estes analitos, ilustrados na Figura 32, verifica-se que

estes oxidam em potenciais muito préximos, entre 1,55 e 1,58 V (Figura 32 (a) e (b)).
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Figura 32- Voltamogramas ciclicos do filme LbL (PPV/Pt-SiPy*Cl); na presenca de AA (a) e de AU (b), ambos
1,0x10% mol LY v=50 mV s™.

O fato dos valores de Epa serem proximos, impossibilitou a deteccdo simultanea
desses interferentes em meio a solucéo de NaNO3 0,1 mol L™ pH 7, como ilustrado na Figura
33 (a). No entanto, quando a DA é misturada a estes interferentes observa-se a oxidacdo da
DA em 0,9 V e dos interferentes AA e AU entre 1,55 e 1,58 V, resultando uma diferenca em
torno de 640 mV (Figura 33 (b)). Essa diferenca de potencial entre os analitos DA e AA se

destaca em relacéo a literatura, como no trabalho de Wang et al.?*! (AE = 180 mV), Atta et
al.??? (AE = 230 mV) e Jesus et al.9 (AE = 500 mV). Além disto, a diferenca de potencial é

ligeiramente maior que a obtida com o filme LbL (PVS/Pt-SiPy*Cl)3 (AE = 550 mV). Porém

a diferenca obtida ndo é tdo promissora quando com se compara com o resultado obtidos para
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os trés analitos (DA, AA e AU) utilizando-se um eletrodo de carbono contendo um
polieletrdlito de estrutura similar, tal como o cloreto de 3-n-propil-1-azonia-4-azabiciclo
[2.2.2] octanosilsesquioxano (SiDbCI)??°. Neste trabalho os autores obtiveram uma diferenca
de potencial de 240 mV para DA e AA e 140 mV para DA e AU. No entanto, a diferenca
entre os potenciais de oxidacdo da DA dos interferentes AA e AU obtida com o filme LbL

(PPV/Pt-SiPy*CI"); foi consideravelmente maior.
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Figura 33- Voltamogramas de onda quadrada do filme LbL (PPV/Pt-SiPy*Cl’); na presenca de (a) AA e AU
misturados na concentragdo 1,0 x 10 mol L™ e (b) DA, AU e AA misturados na concentragdo 1,0 x 10 mol L™.
Parametros utilizados: f = 90 Hz, a =80 mV e AEs = 2mV.

A fim de otimizar a deteccdo simultanea, realizou-se um estudo eletroquimico do
filme LbL (PPV/Pt-SiPy"Cl"); em diversos valores de pH do eletrdlito suporte NaNO3 0,1 mol
L™ e o resultado deste estudo é ilustrado na Figura 34 (a). Em pH 7 verifica-se uma diferenca
de potencial de oxidacdo da DA e dos interferentes ligeiramente maior (640 mV), além de
uma maior corrente para DA (Ipa = 52,23 pA). Como ja mencionado, 5.3, em pH 7, 0s
interferentes AA e AU se encontram ionizados na forma de ABT e URT, pois os valores de
pKa destas espécies sdo 4,17 para 0 AA e 5,5 para o AU, diferente da DA, que apresenta um
pKa igual a 8,93. Pelo fato da DA ser encontrada nas amostras biolégicas em pH fisiolégico,
juntamente as espécies ABT e URT, estipulou-se esse pH para continuacdo dos estudos
eletroanaliticos.

Também foi realizado um estudo eletroquimico para a escolha do eletrdlito suporte
para a deteccdo simultanea de DA em meio aos interferentes AA e AU (Figura 34 (b)).
Testou-se os eletrdlitos NaNO3z;, Na,SO4, NaCl, tampédo fosfato, tampdo BR e PBS na
concentracéo de 0,1 mol L™, pH 7 e em solugdo com a presenca de 1,0. 10 mol L™ de DA,
AA e AU. Apenas foi observada a deteccdo simultdnea com os eletrélitos NaNOs, Na,SO4 e
NaCl e o melhor resultado de pico de oxidacdo anddico da DA foi obtido com o uso do
NaNO; (110, 83 pA), em comparacdo com os eletrdlitos Na,SO,4 (26, 92 pA) e NaCl (26,47
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MA). As melhores respostas eletroquimicas obtidas com estes sais em relacdo aos eletrolitos
de tampdo podem ser explicadas pela maior estrutura molecular dos tampdes o que de certa
forma dificulta a mobilidade idnica. Além disso, as melhores repostas eletroquimicas
evidenciadas com 0 NaNO; pode ser atribuida a menor diferenca de mobilidade iénica entre
o cation Na* e o anion NOz', em relagdo ao fons dos sais Na,SO4 e NaCl. Além disso, este

ultimo contém cloreto que adsorve na superficie das NPs-Pt.
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Figura 33- Voltamogramas de onda quadrada do filme LbL (PPV/Pt-SiPy*Cl); na presenca de (a) AA e AU
misturados na concentracdo 1,0 x 10 mol L™ em NaNO; 0,1 mol L™ em diferentes pHs; e (b) DA, AU e AA
misturados na concentracdo 1,0 x 10° mol L™ em diferentes eletrélitos suporte (0,1 mol L™, pH = 7). Parametros
utilizados: f =90 Hz, a =80 mV e AEs = 2mV.

5.3.3 Estudo comparativo entre os filmes (PPV/Pt-SiPy'Cl); e (PVS/Pt-SiPy*'Cl)3

Os resultados eletroquimicos obtidos com as diferentes arquiteturas de filmes LbL na
presenca de DA, indicaram que os filmes (PPV/Pt-SiPy'Cl); e (PVS/Pt-SiPy'Cl)s
forneceram os maiores incremento no processo de oxidacéo. Isto pode ser melhor evidenciado
a partir da comparacdo dos resultados encontrados para os LD, LQ e AE de oxidacdo da DA

em meio a interferentes como mostrado na Tabela 10.

Tabela 10- Valores de LD, LQ e AE obtidos entre DA, AU e¢ AA para 0s filmes contendo as arquiteturas
(PVS/Pt-SiPy*CI); e (PPV/Pt-SiPy'Cl),.

Eletrodos LD (umol L™) LQ (umol L™?) AE (mV)
(PVS/Pt-SiPy"Cl) 2,6 8,6 550
(PPV/Pt-SiPy"CI)s 0,32 2,07 640
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Os menores valores de LD e LQ obtidos para o filme contendo PPV-SO3; como
polianion e a maior diferenca entre os potenciais de oxidagdo de DA em meio aos
interferentes, pode ser atribuida a condutividade do PPV-SOj3 inexistente no PVS. Além disso,
pode ser relacionadas as maiores interaces comprovadas pelas medidas de FTIR e Raman
que foram atribuidas a estrutura aromatica e mais ramificada do PPV-SO3; em relagdo ao PVS.
A seqguir, serdo exploradas as respostas eletrocataliticas no processo de oxidfacdo da DA com
estes filmes com intuito de estabelecermos um estudo comparativo entre os polieletrolitos
estudados.

O processo de transporte de carga na deteccdo de DA sobre a superficie dos filmes
(PVS/Pt-SiPy*Cl); e (PPV/Pt-SiPy*Cl);, foi investigado pela relacdo entre Ipa e a raiz

Y2) na presenca de 1,0 x 10° mol L de DA com

quadrada da velocidade de varredura (v
(PVS/Pt-SiPy"Cl); e 1,0 x 10 mol L™ de DA com (PPV/Pt-SiPy*Cl); (Figura 35 (a)). A
partir do fator de correlacdo obtido, pode-se observar uma relacéo linear entre Ipa vs v?, para
ambas arquiteturas, logo, o processo redox da DA sobre o eletrodo € controlado por difusdo,
como esperado para sistemas cataliticos?®’. Esta relagdo pode ser dada pela equacdo de
Randeles-Sevcik* (Equacio 4).
3 11
ip=12,69.10">n? ACD? v? (4)

Onde ip ¢ a corrente de pico; n € o nimero de elétrons envolvidos na reacao redox; A

é a area do eletrodo (cm?); C é a concentracéo das espécies reduzidas ou oxidadas (mol cm™);

v é avelocidade de varredura (V s™) e D é o coeficiente difusional (cm® s™).
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Figura 35- Graficos da relacdo entre a corrente de oxidaco e a raiz quadrada da velocidade de varredura (v*/?)

na presenca de 1,0 x 10 mol L™ de DA (a) (PVS/Pt-SiPy*CI); (b) em 1,0 x 10 mol L™ de DA (PPV/Pt-SiPy*Cl");
em NaNO; 0,1 mol L™ e pH 7, em diferentes velocidades de varredura.

Baseado no estudo de Nicholson e Shain??, foram realizados ensaios eletrocataliticos
com os filme LbL (PVS/Pt-SiPy*Cl'); e (PPV/Pt-SiPy"Cl); em solucdo 1,0 x 10 molL™ de

91



DA variando-se a velocidade de varredura. Apds obtencdo do gréafico de Ipa/v? vs v,
apresentados na Figura 36 (a) e 36 (b),verificou-se a reducdo do sobrepotencial pela
eletrocatalise do processo redox da DA em ambas arquiteturas. Portanto, a correlacdo de
Nicholson e Shain, descrita na Equacdo 5, sugere que o processo de transferéncia de elétrons é

auxiliado pela presenca do nanohibrido Pt-SiPy*CI™ no eletrodo modificado.
i =nFAC, mD,b x(bt)  (5)
Onde i é a corrente de oxidagdo; n é o nimero de elétrons envolvidos na reagdo redox;

F é a constante de Faraday; A é a area do eletrodo (cm?); C é a concentracdo das espécies

reduzidas ou oxidadas (mol cm™); D é o coeficiente difusional (cm? s™) e x(bt) é a resolugdo

da Equacéo 6.
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Figura 36 - Ipa/v*? em funcéo da velocidade de varredura, obtidos com o filme LbL (a) (PVS/Pt-SiPy*Cl); e (b)
(PPV/Pt-SiPy*Cl"); na presenca de 1,0 x 10® mol L™ e 1,0 x 10 mol L™ de DA, rsesctivamente, em NaNO; 0,1
mol L™ e pH 7, em diferentes velocidades de varredura.

Visando avaliar a estabilidade do sinal eletroquimico do filme LbL (PVS/Pt-SiPy"Cl);
e (PPV/Pt-SiPy*CI)3 no processo redox da DA, foram realizados estudos de repetibilidade em
1,0 x 10 mol L™ de DA para (PVS/Pt-SiPy"Cl)se 1,0 x 10* mol L™ de DA para (PPV/Pt-
SiPy"Cl")s;, com aquisicdo de 100 ciclos de varredura para ambas arquiteturas. O perfil
voltamétrico do filme LbL na presenca de DA foi avaliado em relacdo a estabilidade da

corrente faradaica e dos valores dos potenciais de pico anodico.
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E possivel notar a partir dos graficos da Figura 37 (a) e 37 (b) que no houve variagdes
significativas de corrente, nem de potencial para oxidagdo da DA para as duas arquiteturas
investigadas. Isto nos mostra a possibilidade de realizacdo de vérias medidas com estes
eletrodos sem alteracdes nas respostas eletroquimicas ja que ambos os filmes investigados,

mesmo com valores de correntes diferentes, foram estaveis.
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Figura 37- Correlagéo entre (a) Ipa e o nimero de ciclos para o filme (PVS/Pt-SiPy*Cl); (b) Ipa e o nimero de
ciclos para o filme (PPV/Pt-SiPy*Cl’),, (c) Epa e o nimero de ciclos, obtida com o filme LbL (PVS/Pt-SiPy*CI
)s, (d) Epa e o nimero de ciclos, obtida com o filme LbL (PPV/Pt-SiPy*Cl’); na presenca de DA, v =30 mV s™.

5.4 Caracterizacéo do filme (PPV/Pt-SiPy"Cl’); por Raman apds eletroquimica

Tendo verificado as melhores respostas eletroquimicas no processo de oxidacdao de
DA com o filme LbL (PPV/Pt-SiPy*Cl)s, foi realizado um estudo a partir de medidas de
espalhamento Raman, visando compreender as interacbes que ocorrem na superficie deste
filme frente a DA e os interferentes AA e AU. Para isto, os filmes LbL com a arquitetura
(PPV/Pt-SiPy*Cl"); obtidos sobre Ag (dispersdo coloidal) foram varridos em 15 ciclos de
varreduras na presenca de DA bem como na presenca da mistura dos trés analitos. Além
destes filmes, filmes drop-coated de DA, AA e AU foram obtidos para efeitos de

comparagdo. Posteriormente foram realizadas medidas de espalhamento Raman sobre tais
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filmes. Os espectros obtidos destas medidas sao ilustrados na Figura 38 e as principais bandas

sdo sumarizadas na Tabela 11.
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Figura 38- Espectros Raman de (a) filme LbL (PPV/Pt-SiPy*Cl);em DA, AA e AU ambos 1,0 x 10 mol L™;
(b) filme LbL (PPV/Pt-SiPy*Cl);em DA 1,0 x 10 mol L™; filmes drop-coated de (c) AU, (d) AA, (e) DA e (f)
substrato de Ag (disperséo coloidal).

Tabela 11- Bandas de espalhamento Raman com suas respectivas atribuicdes obtidas dos espectros apos a
ciclagem dos filmes LbL (PPV/Pt-SiPy*Cl); em DA, AA e AU ambos 1,0 x 10 mol L™; filme LbL (PPV/Pt-
SiPy"Cl);em DA 1,0 x 10 mol L™; filmes drop-coated de AU, AA, DA e substrato de Ag. (dispersio coloidal).

Bandas (cm™) Atribuicdes
1115 (DA) Vsimétrico (C — N) 2
1620 (DA) Vassimétrico (C — N) primaria 22
540 (DA) Vsimétrico (Ph-0) 2
1114 (AU) Vsimétrico (C — N) 2%

542 (AU) v esqueleto (HN — C = 0) %
1775 (AA) v(C = 0) do grupo éster %%

Ao analisar o espectro obtido com o filme LbL (PPV/Pt-SiPy*"Cl’); na presenca de DA,
AA e AU (Figura 38 (a)) confirmou-se a presenca do AU pelas bandas em 1114 cm™ do
estiramento simétrico de (C — N) e em 542 cm™ do estiramento do esqueleto de HN — C = O.
As bandas referentes ao AA (Figura 38 (d)) deveriam aparecer no espectro da Figura 38 (a),
no entanto como elas sdo menos intensas que as bandas do AU (Figura 38 (c)) elas

provavelmente se sobrepGem e desta forma ndo aparecem. Além disso, ndo € verificada a
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presenca das bandas de DA como a banda em 1620 cm™ do estiramento assimétrico de (C— N)
primaria. Este fato levou-nos a constatar que tanto o ABT quanto o URT, por serem
carregados negativamente, interagem com a superficie positiva do filme LbL (PPV/Pt-
SiPy"Cl); o que dificulta a permeabilidade destes analitos até as NPs-Pt, exigindo um
potencial para oxidacdo desta espécies maior em comparacdo com o potencial de oxidacdo da
DA. E perceptivel que o mesmo ndo ocorre com a DA que por nio ter este tipo de interagdo
com a superficie do eletrodo, apresenta um maior acesso as NPs-Pt presentes no filme LbL
(PPV/Pt-SiPy*Cl"); exigindo um potencial para oxidacdo menor. Estas interagdes podem
explicar a grande diferenca de potencial entre os potenciais de oxidacdo da DA e os potenciais

de oxidacgéo dos interferentes AA e AU.
5.5 Espectroscopia de impedancia eletroquimica dos filmes (PPV/Pt-SiPy*CI),

5.5.1 Estudo com diferentes bicamadas de (PPV/Pt-SiPy*CI),

A espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIE) foi empregada para investigar as
propriedades de transferéncia de elétrons na superficie dos filmes LbL contendo a arquitetura
(PPV/Pt-SiPy*CI"), com diferentes bicamadas (n = 3, 6 e 10). A Figura 39 (a) mostra os
diagramas de Nyquist obtidos em potencial de circuito aberto, na presenca de 5 mmol L™ de
K4[Fe(CN)s]/Ks[Fe(CN)g] dissolvidos em 0,1 mol L™ de NaNOs, pH 7, para os filmes LbL
preparados e para o eletrodo sem modificacdo, FTO. Os valores de resisténcia de transferéncia

de carga (R2) e capacitancia (C1) para os eletrodos testados sdo sumarizados na Tabela 12.
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500] © (PPVIPLSIPy'Cl),
450 (PPV/PE-SIPY’CI),
4004 V¥ (PPV/Pt—SiPy+CI')10
350
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50 2

O.

0 100 200 300 400 500 600 p 3 : 3
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Figura 39- (a) Representacdo Nyquist para os eletrodos FTO, (PPV/Pt-SiPy*Cl);, (PPV/Pt-SiPy*Cl)g e (PPV/Pt-
SiPy*Cl)1o na presenca de 5 mmol L™ de K,[Fe(CN)e]/Ks[Fe(CN)s] preparados em 0,1 mol L™ de NaNO;, pH 7,
em potencial de circuito aberto com frequéncia 10 KHz-100 mHz e amplitude 10 mHz. (b) Relacdo entre o
numero de bicamadas de (PPV/Pt-SiPy"Cl’),e R2.
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E possivel verificar nos diagramas de Nyquist da Figura 39 (a), que a modificacdo do
eletrodo FTO com os polieletrélitos PPV-SO; e Pt-SiPy*Cl', leva a um aumento no valor de
R2 que passa de 117, 54 Q cm™ (FTO) a 199,77 Q cm™ (PPV/Pt-SiPy*CI); na deposicio das
trés primeiras bicamadas. Sequencialmente, verifica-se que a medida que o numero de
bicamadas aumenta, o valor de R2 aumenta gradativamente passando de 199,77 Q cm?
(PPV/Pt-SiPy*Cl"); para 321,12 Q cm™ no filme LbL contendo 6 bicamadas (PPV/Pt-SiPy*CI
)6 € para 387,29 Q cm™no filme LbL contendo 10 bicamadas (PPV/Pt-SiPy*Cl’)y, (Figura 39

(b)).

Tabela 12- Resisténcia de transferéncia de carga e capacitancia calculados utilizando o programa ZView a partir
dos semicirculos obtidos com os eletrodos FTO, (PPV/Pt-SiPy*Cl);, (PPV/Pt-SiPy"Cl)s e (PPV/Pt-SiPy*"Cl),
na presenca de 5 mmol L™ de K,[Fe(CN)e]/Ks[Fe(CN)q] dissolvidos em 0,1 mol L™ de NaNO3, pH 7.

Eletrodo R2 () Cl1(F)
FTO 117,54 3,57 x10°
(PPV/Pt-SiPy*Cl); 199,77 4,63x10°
(PPV/Pt-SiPy*Cl)s 321,12 4,86 x 10°®
(PPV/Pt-SiPy*Cl)1o 387,29 5,11 x 10°®

O aumento observado na resisténcia de transferéncia de carga nos filmes com mais
bicamadas, pode ser explicado pelo fato de que o aumento no numero de bicamadas implica
numa maior quantidade de espécies depositadas na superficie do FTO. Esta maior quantidade
de espécies presentes nos filmes dificulta o acesso por difusdo na superficie do eletrodo. Estas
observacBes corroboram com os resultados verificados nas imagens de AFM (Figura 19),
onde os filmes LbL com menos bicamadas se mostraram mais homogéneos devido a melhor
distribuicdo das espécies na superficie do substrato e consequentemente menor rugosidade.
Também estdo de acordo com os resultados eletroquimicos realizados com os filmes contendo
diferentes bicamadas, com destaque para o filme LbL (PPV/Pt-SiPy'CI),. Este exibiu maiores
valores de corrente de oxidacdo para DA (lpa = 76 pA), em relacdo aos demais filmes
contendo mais bicamadas, que se mostraram mais resistivos. (Figura 26). Desta forma, devido
a menor rugosidade de superficie dos filmes com menos bicamadas, a difusdo ¢ maior na
superficie destes filmes, acarretando um menor valor de R2. Além disso, embora o filme
contendo 3 bicamadas de (PPV/Pt-SiPy*"Cl")s tenha se mostrado mais resisitivo que o FTO, 0s
resultados eletroquimicos de voltametria, indicaram que a presenca dos precursores PPV-SO3
e Pt-SiPy’ClI" no filme, forneceram um incremento na corrente de oxidacdo da DA em cerca

96



de 26 pA, num potencial de 120 mV menos positivo, em relagdo ao eletrodo FTO (Ipa =40
HA). Isto nos mostra a importancia da modificagéo do eletrodo.

A andlise dos valores de C1 observados na Tabela 12 nos permite verificar um
pequeno aumento no valor de C ap6s a modificacdo do eletrodo FTO (C = 3,57 x 10°F) a
partir dos precursores PPV-SOs e Pt-SiPy*CI. Além disso, é observado que os valores de C
aumentam com o aumento no nimero de bicamadas que passa de 4,63 x 10® F no filme
(PPV/Pt-SiPy*Cl"); para 5,11 x 10° F no filme (PPV/Pt-SiPy*"Cl)o. Estas observacdes acerca
dos valores de C1 nos mostram que com o aumento da quantidade de espécies na superficie
do FTO, aumenta-se também a capacidade do filme em agir como um meio onde se permite o
alinhamento de ions (polarizacao do dielétrico).

A impedancia de Warburg (W), analisada as baixas frequéncias, também é observada
nos diagramas de Nyquist da Figura 39 (a). O fator W é representado por uma regiao linear a

232 o esta relacionado ao limite difusional da

45° do eixo real na representacdo de Nyquist
espécie eletroativa K4[Fe(CN)s]/K3[Fe(CN)g] presente na superficie dos filmes LbL.
Com base nas observagdes realizadas a partir dos diagramas de Nyquist da Figura 39

(@), um modelo de circuito equivalente foi proposto (Figura 40).

R1 c1
LI |
R2 W
5
Figura 40- Circuito equivalente proposto para os eletrodos FTO, (PPV/Pt-SiPy*'Cl)s, (PPV/Pt-SiPy*Cl)s e

(PPV/Pt-SiPy*Cl")o na presenca de 5 mmol L™ de K,[Fe(CN)sJ/Ks[Fe(CN)g] dissolvido em 0,1 mol L™ de NaNOQ;,
pH 7.

O circuito contém a resisténcia do eletrélito (R1), um capacitor referente a dupla
camada elétrica (C1), a resisténcia de transferéncia de carga (R2) e uma componente
difusional W. Diversos estudos tem aplicado este modelo de circuito equivalente como
ferramenta fundamental para elucidar processos existentes na superficie de filmes LbL*%.

Este circuito equivalente € similar ao de outros filmes LbL encontrados na literatura,
como o filme LbL (PPV/PSS); formado por poli (estireno sulfonado) (PSS) e poli (p-
fenilenovinileno) depositados sobre eletrodo de ouro, que exibiu 0 mesmo comportamento.

Neste trabalho os autores investigaram a condutividade de polimeros em filmes finos?*".

97



5.5.2 Impedancia do filme (PPV/Pt-SiPy*'Cl"); em K4[Fe(CN)s]/Ks[Fe(CN)s] na presenca
de DA, AU e AA em diferentes pHs

Medidas de EIE foram realizadas com o filme (PPV/Pt-SiPy"Cl’); na presenca de 1,0 x
10 mol L™ de AA contendo 5 mmol L™ de K4[Fe(CN)s]/Ks[Fe(CN)s] em diferentes valores
de pH. Sabendo-se que o pKa do AA é 4,17, em valores de pH superiores a 4,17 o AA se

encontra na sua forma anidnica ABT. Sendo assim, alteragdes de pH podem influenciar as

interacdes existentes na interface eletrodo/solucdo como mostrado nos diagramas de Nyquist

da Figura 41. A Tabela 13 mostra os valores de R2 e C1 calculados a partir dos diagramas de

Nyquist utilizando o programa ZView.

14004 Varlac;ao de pH
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V‘(V“ '74‘4

0 200 400 600 800 1000 1200 1400
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Figura 41- Representacdo Nyquist (impedéncia imaginéria x impedancia real) do filme (PPV/Pt-SiPy*Cl); em
1,0 x 10* mol L™ de AA e 5 mmol L™ de K,[Fe(CN)g]/Ks[Fe(CN)g] preparados em 0,1 mol L™ de NaNO; em

diferentes pH.

Tabela 6- R2 e C1 calculados a partir dos diagramas de Nyquist utilizando o programa ZView.

pH R2 (Q) C1(F)
38 575,99 7,879 x 10°
45 776,27 6,234 x 10°®
5,6 923,49 6,151 x 10°°
6,4 1058,2 5,071 x 10°°
7 1142,9 5,688 x 107
9,2 1202,1 6,995 x 10°°
9,5 1266 5,864 x 10°

E possivel verificar que o aumento de pH provoca um aumento nos valores de R2 na

superficie do filme (PPV/Pt-SiPy'Cl)s. Este aumento, pode ser atribuido & ionizagdo das

moléculas de AA que ocorre com 0 aumento de pH. Apds a ionizagdo do AA, este fica
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carregado negativamente na forma de ABT que por sua vez, interage eletrostaticamente com
0s grupos positivos piridinios do hibrido Pt-SiPy*Cl” na superficie externa do filme e dificulta
a aproximacdo do analito até as NPs-Pt, ocasionando o aumento na resisténcia de
transferéncia de carga. Esta pronunciada interacdo entre o ABT e a superficie do filme LbL
(PPV/Pt-SiPy*Cl"); também foi observada pelas medidas de Raman realizadas com o filme
apo6s medidas eletroquimicas (Figura 38). Além disso, é importante ressaltar que os valores de
R2 observados séo relativamente altos em comparagdo com o0s observados nos estudos de EIS
com os filmes LbL (PPV/Pt-SiPy*Cl’), na auséncia de AA (Tabela 12). Portanto, ¢ evidente
que a interacdo entre o AA e a superficie do filme (PPV/Pt-SiPy*Cl"); promove um aumento
significativo no valor de R2 (Tabela 13). Isto explica o alto valor de potencial necessario para
a oxidacdo do AA (em torno de 1,55 V) observado nos estudos eletroquimicos com
voltametria ciclica (Figura 33).

Neste sentido, um comportamento semelhante € esperado para EIE do filme (PPV/Pt-
SiPy*Cl')3 na presenca de AU em diferentes pHs, ja que este também exige um alto valor de
potencial de oxidagdo (1,58) como foi verificado nos estudos voltamétricos (Figura 33). No
entanto, a solubilidade do AU ¢é afetada com diferentes valores de pHs, dificultando a
realizacéo deste estudo.

A Figura 42 ilustra os diagramas de Nyquist obtidos com o filme LbL (PPV/Pt-
SiPy*Cl); na presenca de 1,0 x 10* mol L' de DA contendo 5 mmol L™ de
K4[Fe(CN)g])/Ks[Fe(CN)s] em diferentes valores de pH. Abaixo do pH 8,93 a DA se encontra
carregada positivamente e acima do pH 8,93 ocorre a desprotonacdo da DA o que a deixa
neutra. A Tabela 14 mostra os valores de R2 e C1 calculados a partir dos diagramas de
Nyquist utilizando o programa ZView.

800 variac&o de pH e
. PPV/Pt-SiPy CI
700 51 ( y Ch),

e 70

600+ 9,4
v 11
500

400

Z Ohm cm™

300
A\AA 4
200 VY has, " Ty,

A

0 100 200 300 400 500 600 700 800
Z Ohmcm™

Figura 42- Representacdo Nyquist (impedancia imaginaria x impedancia real) para o filme (PPV/Pt-SiPy*Cl),
na presenca de 1,0 x 10 mol L™ de DA e 5 mmol L™ de K,[Fe(CN)s]/Ks[Fe(CN)s], ambos preparados em 0,1 mol
L™ de NaNO; em diferentes pH.
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Tabela 7- R2 e C1 calculados a partir dos diagramas de Nyquist utilizando o programa ZView.

pH R2 (Q) C1 (F)

5,1 334,11 4,782 x 10°®
7,0 387,29 5,114 x 10°°
9,4 451,78 4,834 x 10°
11,0 575,99 7,879 x 10°°

Ao analisar os valores de R2 na Tabela 14, é verificado um aumento significativo nos

valores de R2 com o aumento de pH. E possivel verificar que independente da forma da DA,

neutra ou positiva, existe uma interacdo entre a superficie do eletrodo e as moléculas de DA,

interacdo esta que é comprovada pelo aumento nos valores de R2. No entanto esta interacao é

menos intensa do que a observada entre 0 ABT e a superficie do filme LbL (PPV/Pt-SiPy'CI’

)3 numa mesma condic¢éo experimental (Figura 41).

Da anélise dos diagramas de Nyquist ilustrados na Figura 43 determinaram-se oS

valores de R2 e C1 listados na Tabela 15. Destes dados confirma-se as diferentes intensidades

nas interacdes existentes entre a superficie do filme (PPV/Pt-SiPy'Cl’); na presenca dos
analitos estudados (1,0 x 10 mol L™ de DA, AA e AU, em pH 7).

1400

FTO
(PPV/PL-SiPY'CI),

(PPV/Pt-SiPy'CI), em DA
(PPVIPt-SiPy'Cl), em AA
(PPV/PL-SiPy'Cl), em AU

AN 4
v',," ¢ ’v’vov

0‘ ”
h)
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200 400 600 800 1000 1200 1400
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Figura 43- Representacio Nyquist para os eletrodos FTO, (PPV/Pt-SiPy*'Cl); em 5 mmol L' de
K.[Fe(CN)s]/Ks[Fe(CN)e]; em 1,0 x 10 mol L™ de DA + 5 mmol L™ de K,[Fe(CN)g]/Ks[Fe(CN)e]; em 1,0 x 10°
*mol L™ de AA + 5 mmol L™ de K,[Fe(CN)s]/Ks[Fe(CN)e]; em 1,0 x 10 mol L™ de AU + 5 mmol L™ de
K.[Fe(CN)s]/Ks[Fe(CN)e]. Ambos em 0,1 mol L™ de NaNOz e pH 7.
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Tabela 8- R2 e C1 calculados a partir dos diagramas de Nyquist utilizando o programa ZView.

Eletrodo R2 () Cl1(F
FTO 117,54 3,57 x10°
(PPV/Pt-SiPy*Cl); 199,77 4,63x10°
(PPV/Pt-SiPy*Cl); + DA 387,29 5,114 x 10°®
(PPV/Pt-SiPy*Cl)s + AA 1142,9 5,688 x 107
(PPV/Pt-SiPy*Cl); + AU 1127,9 7,978x 10°®

E possivel verificar que o filme (PPV/Pt-SiPy*Cl"); apresenta interagdes semelhantes
na presenca do ABT e URT devido aos valores similares de R2, sendo 1142,9 e 1127,9 Q cm’
2 para ABT e URT, respectivamente. Para o filme (PPV/Pt-SiPy*Cl); na presenca dos
analitos ABT e URT, a impedancia de Warburg surge discretamente nas regifes de baixa
frequéncia devido os maiores valores de R2, j& que valores altos de R2 implicam na
ocorréncia de limites difusionais em frequéncias baixas>*.

Os valores de R2 observados para o filme (PPV/Pt-SiPy*Cl)3 na presenca dos analitos
ABT e URT sdo significativamente maiores do que na presenca de DA (387,29 Q cm™®). Além
disto, o valor de R2 obtido com o filme na presenca de DA é significativamente maior do que
o valor de R2 observado para o filme na auséncia de DA (199,77 Q cm™). Este aumento
também explica o valor relativamente alto no potencial de oxidacdo da DA (0,9 V) observado
nos estudos voltamétricos (Figura 30) comparado a outros valores de potenciais encontrados
para outros eletrodos como 0,32 VV?2*, 0,12 V?2*, 0,49 VV???, Os resultados de EIE obtidos nesta
secdo também foram discutidos aplicando o modelo de circuito equivalente proposto e

representado na Figura 40.

5.6 Deteccéo de DA encapsulada em lipossomos com o filme LbL (PPV/Pt-SiPy*Cl);

Ainda sobre o estudo de deteccdo de DA, realizou-se o encapsulamento da DA em
lipossomos para analisar a possibilidade da deteccdo eletroquimica deste neurotransmissor,
mimetizando sua presenca intracelular e extracelular em meios biol6dgicos contendo
interferentes como o AA e o AU. Esta estratégia, acerca do estudo de determinagdo de DA
encapsulada em lipossomos é nova, pois ndo ha relatos na literatura sobre este estudo. Para
este proposito, inicialmente realizaram-se medidas de DLS para averiguar o tamanho das
vesiculas lipossémicas contendo a DA e verificou-se que a maioria dos lipossomos hidratados
com a solucéo de DA apresentaram um didmetro médio de 687 nm (Figura 44). Este valor é
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cerca de duas vezes menor que 0 encontrado para as vesiculas de DPPC sem a DA
encapsulada, em torno de 1100 nm?®*, Esta diferenca de didmetro dos lipossomos com e sem
DA, além de comprovar a presenca da DA nos lipossomos, evidencia a eficiéncia da
encapsulacao, pois a presenca de uma substancia polar como a DA nos lipossomos auxilia na
compactacao destas estruturas. Estudos similares foram realizados por Zhang, Y. et al.?*, que
verificaram por DLS diferentes diametros de lipossomos contendo composicOes distintas de
poli (dopamina) PDA, polietileno glicol (PEG), poli (alcool vinilico) (PVA), e poli (N-vinil-
pirrolidona).
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Figura 44- Distribuicdo de tamanho dos lipossomos contendo DA.

Apos a formacdo de vesiculas lipossémicas foram preparados filmes LbL (PPV/Pt-
SiPy*Cl)3, visto que em ensaios eletroquimicos anteriores esta arquitetura se destacou na
oxidacdo de DA em meio aos interferentes AA e AU em NaNOs 0,1 mol L™ (pH 7). As
Figuras 45 (a-d) ilustram respectivamente os voltamogramas ciclicos e de onda quadrada
obtidos com este filme na presenga do lipossomo DPPC sem e com DA.

Verifica-se nos voltamogramas das Figuras 45 (c) e 45 (d) um processo de oxidacdo
em torno de 0,92 V atribuido a oxidacdo da DA encapsulada, ja que em ensaios anteriores
utilizando a DA livre este analito oxidou nesse mesmo potencial (Epa = 0,91 V). Apos foi
realizado um estudo sisteméatico de voltametria de onda quadrada com o filme (PPV/Pt-
SiPy"CI); na presenca do lipossomo DPPC contendo DA (LIPO-DA) para avaliar os
melhores pardmetros para a deteccdo de DA. Os melhores parametros obtidos foram f = 10
Hz,a=70 mVeAEs=1mV.
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Figura 45- (a) Voltamograma ciclico (b) Voltamograma de Onda Quadrada do filme (PPV/Pt-SiPy"Cl); na
presenca do lipossomo de DPPC sem DA em NaNO; 0,1 mol L™ (pH 7). (c) Voltamograma ciclico (d)
Voltamograma de onda quadrada do filme (PPV/Pt-SiPy*Cl’); na presenca do lipossomo de DPPC com DA
encapsulada em NaNO; 0,1 mol L™ (pH 7).

Uma vez otimizadas as condigbes experimentais, os analitos AA e AU (6,25 x 10™
mol L™) foram acrescentados & cela eletroquimica contendo o LIPO-DA com intuito de
verificar o efeito de interferentes na detec¢do de DA encapsulada. Conforme observado nas
Figuras 46 (a) e (b) tanto o AA quanto o AU oxidam no mesmo potencial (1,25 V). Além
disso, observa-se que a corrente de oxidacdo de DA na presenca do AU é mais intensa (3,27
MA) do que a observada para DA na presenca de AA (0,79 pA). O potencial de oxidagao para
os interferentes AA e AU é cerca de 320 mV mais positivo que o potencial de oxidacdo da
DA encapsulada, logo, este resultado nos mostra a possibilidade de deteccdo simultanea da

DA encapsulada no lipossomo de DPPC em meio a estes interferentes.
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Figura 46- Voltamogramas de onda quadrada do filme (PPV/Pt-SiPy*Cl’); na presenca do LIPO-DA em (a) AA,
(b) AU ambos 6,25 x 10 mol L™ em NaNO; 0,1 mol L™ (pH 7). Parametros utilizados: f = 10 Hz, a=70 mV e
AEs=1mV.

No estudo seguinte adicionaram-se os dois interferentes AA e AU na cela contendo a
DA encapsulada e mais uma vez houve sobreposicdo das correntes de oxidacdo dos
interferentes AA e AU no potencial de 1,25 V, como ilustrado na Figura 47. No entanto,
embora os potenciais de oxidacdo dos interferentes tenham sobrepostos, o fato da DA
encapsulada oxidar em potencial mais negativo possibilita a deteccdo simultanea deste
neurotransmissor em meio aos interferentes. Ressalta-se ainda que dos resultados da deteccao
simultanea com a DA livre na presenca de AA e AU realizados em ensaios anteriores com 0
filme LbL (PPV/Pt-SiPy"CI)s, foi constatada uma diferenga do potencial de oxidagio da DA
e interferentes de 640 mV e este valor é cerca de 320 mV maior que a diferenca de potencial
obtida nos testes com da DA encapsulada. Portanto é perceptivel que a presenca do lipossomo
de DPPC na cela eletroquimica antecipa os potenciais de oxidacdo dos interferentes, mas nao

influencia no potencial de oxidagdo da DA.
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Figura 47- Voltamogramas de onda quadrada do filme (PPV/Pt-SiPy*Cl'); na presenca do LIPO-DA e AA e AU
misturados ambos 6,25 x 10 mol L™ em NaNO; 0,1 mol L™ (pH 7). Parametros utilizados: f = 10 Hz, a = 70
mV eAEs=1mV.
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Pode-se explicar o alto potencial de oxidacdo dos interferentes devido a interacao entre
o Pt-SiPy*ClI" da superficie do eletrodo com o interferentes, pois nas condicdes experimentais
em que os testes foram realizados, tanto com DA livre quanto com a DA encapsulada, 0 AA e
0 AU se encontram ionizados nas formas aniénicas de ABT e URT, fato prejudicial ao
processo difusional de transferéncia de carga.

Quando se encapsula a DA no lipossomo verifica-se uma diminuicdo de cerca de 320
mV no potencial de oxidag&o dos interferentes. O lipossomo contendo DA ao se aproximar da
superficie do eletrodo pode minimizar a interagio existente entre o Pt-SiPy"Cl e as espécies
anionicas ABT e URT. Esta minimizacgéo nas interacdes pode ser atribuida a competitividade
entre os interferentes e os lipossomos que também podem interagir com a superficie do filme
(PPV/Pt-SiPy*Cl)s. Ao mesmo tempo em que alguns lipossomos interagem com o Pt-
SiPy"CI" do eletrodo, o0 ABT e URT ficam mais livres para se aproximarem das NPs-Pt,
exigindo desta forma um potencial para oxidacdo dos interferentes menor (1,25 V) que o
verificado nos estudo sem os lipossomo (1,60 V).

E importante ressaltar que mesmo ocorrendo a antecipagdo no potencial de oxidagio
dos interferentes em meio a DA encapsulada, a diferenca de potencial de 320 mV entre os
potenciais de oxidacdo é um excelente valor comparando com outros trabalhos encontrados na
literatura, mostrados na Tabela 9.

Tendo verificado a capacidade sensorial do filme LbL (PPV/Pt-SiPy’'Cl); in vitro,
tanto para DA livre, quanto para a DA encapsulada em lipossomos, resolveu-se testar o
comportamento deste eletrodo modificado no processo de deteccdo de DA in vivo. Para este

teste, foram realizadas medidas eletroquimicas em estriados cerebrais de ratos.

5.7 Deteccdo de DA em estriado cerebral de ratos com o filme LbL (PPV/Pt-SiPy'Cl); e
drop-coated de (C/PPV/Pt-SiPy*Cl);

Primeiramente foram dissecadas trés amostras de estriados de ratos contendo 40, 52 e

57 mg cada. Estas amostras foram sonicadas individualmente em 5 mL de solucdo de NaNO3
0,1 mol L™, pH 7. Apés total homogeneizacdo destas amostras elas foram submetidas a
centrifugacdo por 20 minutos na temperatura de 4°C. A fase sobrenadante foi analisada
eletroquimicamente por voltametria de onda quadrada utilizando o filme LbL (PPV/Pt-
SiPy"Cl)s, depositado sobre FTO, como eletrodo de trabalho. O objetivo destes testes era
verificar a capacidade sensorial do filme (PPV/Pt-SiPy"Cl’); no processo de detecgdo de DA
presente nos estriados cerebrais. No entanto, ndo foi possivel detectar a DA nas amostras
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analisadas, uma vez que baseado nas medidas anteriores, esperava-se que a oxidacdo da DA
ocorresse num potencial préximo a 0,9 V.

Além disso, é conhecido de medidas de HPLC reportadas na literatura*'*

que a
concentracdo de DA nos estriados é cerca de 8 ug de DA por g de tecido. Extrapolando-se
este valor, tem-se aproximadamente 320 ng de DA por amostra estudada. Como as amostras
foram diluidas para 5 mL, devido a capacidade volumétrica minima da cela eletroquimica,
estas ficaram com uma concentragcdo aproximada de 64 ng/mL. Logo, este valor equivale a
uma concentracéo de 3,38 x 107 mol L™, cujo valor é menor que o limite de quantificagdo
encontrado em ensaios anteriores para o filme (PPV/Pt-SiPy"Cl’); na presenca de DA (LQ =
2,07 x 10 mol L™). Devido & impossibilidade de deteccdo da DA com o filme LbL (PPV/Pt-
SiPy"CI"); consequente da baixa concentracdo de DA na cela eletroquimica e visando
contornar esta limitacdo, uma nova estratégia foi proposta.

A nova proposta experimental para deteccdo de DA em estriados cerebrais de ratos
consistiu na modificacéo de eletrodos impressos de carbono utilizando a técnica drop-coating.
Antes da andlise nas amostras de estriados, realizaram-se estudos prévios do filme drop-
coated (C/PPV/Pt-SiPy"Cl)s na presenca de analitos padroes (DA e AA). Para isto, solugdes
de PPV-SO; e Pt-SiPy'Cl" foram gotejadas sobre a superficie dos eletrodos impressos
obtendo-se o filme drop-coated (C/PPV/Pt-SiPy'Cl)s. Cada solucdo foi gotejada
alternadamente por trés vezes sobre a superficie dos eletrodos impressos iniciando com a
solucdo de PPV-SO; e finalizando com a solugdo de Pt-SiPy*Cl", almejando um filme drop-
coated com arquitetura similar a do filme LbL (PPV/Pt-SiPy*CI)s.

Diferente dos testes realizados com o filme LbL (PPV/Pt-SiPy"CI"); sobre FTO, nos
eletrodos impressos, a solugdo de DA em NaNO;s 0,1 mol L? pH 7, foi adicionada
diretamente na superficie do eletrodo na concentracdo desejada. Desta forma, foi possivel
investigar a potencialidade sensorial do filme drop-coated (C/PPV/Pt-SiPy'Cl); em
concentragOes menores de DA, de modo a estudar a mesma faixa de concentragdo encontrada
nos estriados cerebrais de ratos.

As Figuras 48 (a) e (b) ilustram respectivamente os voltamogramas ciclicos obtidos
com o filme drop-coated (C/PPV/Pt-SiPy*Cl)s na presenca de diferentes concentracdes de
DA (31 umol L™ e 700 pmol L™?).
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Figura 48- Voltamogramas ciclicos do filme drop-coated (C/PPV/Pt-SiPy*Cl); na presenca de (a) 31 pmol L™
de DA e (b) 700 pmolL™de DA. (v=50 mV s™).

Nos voltamogramas obtidos pode-se notar que na concentracio de 31 umol L™ a DA é
oxidada em 0,002 V e este potencial € menor do que o observado na concentracdo de DA
igual a 700 pmol L™ (Epa = 0,26 V).

Para averiguar a dependéncia do potencial de oxidacdo de DA em funcdo da
concentracdo, foram estudadas outras faixas de concentracéo de DA (1 a 700 umol L™ e de 1
pmol L™ a 1 x 10 pumol L™), cujos resultados sdo ilustrados nas Figuras 49 (a) e (b). Neste
estudo constatou-se que a medida que a concentracdo aumenta o potencial de oxidacdo de DA
se desloca para regides mais positivas. Um exemplo disto é que no intervalo de concentracédo
de DA compreendido entre 1 a 700 pmol L™ (Figura 49 (a)),verifica-se um deslocamento no
potencial de oxidacdo de DA cerca de 12,4 mV e no intervalo ainda maior (1 a 1 x 10* umol
LY (Figura 49 (b)), o deslocamento é mais afetado (506 mV).
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Figura 49- Voltamogramas ciclicos do filme drop-coated (C/PPV/Pt-SiPy*Cl); na presenca de diferentes
concentragées de DA (a) 1 a 700 umol L™ e (b) 1 a1 x 10* pmol L™ (v =50 mV s™).
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A dependéncia do potencial de oxidacdo de DA e a concentracdo é explicada em
termos da interagdo da DA com as NPs-Pt presentes na superficie do eletrodo (C/PPV/Pt-
SiPy*"CI");. Quando a concentracdo de DA é baixa todas as moléculas de DA sdo oxidadas de
tal forma que o processo de transferéncia de elétrons é auxiliado pelas NPs-Pt, que nestas
concentracdes de DA, se encontram em grande parte disponiveis para eletrocatalisarem a
oxidacao deste analito e desta forma exigem um potencial de oxidagdo menos positivo. Com o
aumento da concentracdo de DA, a quantidade de dopaminaquinona (DQ) préxima a
superficie do eletrodo é maior gerando uma competividade do processo redox e desta forma,
dificulta o acesso de DA até as NPs-Pt, o que exige um maior potencial para oxidar a DA. A
medida que a concentracdo de DA aumenta, a quantidade de DQ também aumenta,
acarretando o deslocamento no potencial de oxidagéo de DA, pois a competividade implica na
exigéncia de um potencial cada vez mais positivo.

Comportamento semelhante foi verificado por Barnes et al.>*°, que investigaram a
oxidacgéo e os efeitos de adsorcdo de DA sobre um micro-eletrodo de platina em diferentes
liquidos ibnicos. Os autores observaram que a oxidacdo de DA ocorreu em trés etapas sobre a
superficie do eletrodo. De acordo com os autores, primeiramente a DA é oxidada a semi-
quinona (0,6 V) (etapa 1), que sequencialmente se oxida a quinona (0,75 V) (etapa 2), a qual
por sua vez, é convertida a um radical catiénico (1,1 V) (etapa 3) que provavelmente reage
sequencialmente (1,8 V). Estes autores constataram que a semi-quinona formada em 0,6 V,
adsorve sobre a superficie do micro-eletrodo de platina, fazendo com que as demais etapas
oxidativas ocorram em potenciais mais positivos.

Um comportamento semelhante foi observado por Rao, et al.*®

que observaram um
deslocamento para potenciais mais positivos na oxidacdo de DA sobre NPs-Au dispersas em
MWCNTSs depositados em carbono vitreo. Os autores atribuiram o deslocamento ao fato de
gue, em concentracdes baixas a DA oxida mais facilmente na superficie do eletrodo, exigindo
um potencial menor, mas a medida que a concentracdo de DA aumenta, ocorre adsor¢do na
superficie do eletrodo ocasionando uma propor¢do incompativel entre as NPs e a
concentracdo de DA o que leva a um deslocamento para potenciais de oxidacdo mais
positivos.

Uma vez conhecido o comportamento da DA, o estudo posterior foi avaliar o
comportamento do filme drop-coated (C/PPV/Pt-SiPy*'Cl)3 na presenca do interferente AA.
Para efeito de comparacdo, a Figura 50 ilustra o voltamograma ciclico obtido com o filme

drop-coated (C/PPV/Pt-SiPy"Cl); na presenca de DA e AA, ambos na concentragio de 10
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umol L. Destes voltamogramas é observado que a DA apresenta um processo redox definido
(Epa = 0,1 V e Epc = 0,02 V), diferente do AA, o qual ndo demonstra processo redox
definido. A auséncia do sinal do AA mostra que este resultado sera interessante para a
deteccdo de DA em amostras bioldgicas, tal como os estriados cerebrais, pois este eletrodo é

seletivo a DA.

Branco
——[DA] = 10 pmolL™
—— [AA] = 10 pmolL™

I (nA)
G AbONPrORNMWDAOGOO
AR A

-d.2 010 Oj2 014 016 018
E/V vs (Ag) NaNO, 0,1 molL™ pH 7

Figura 50- Voltamogramas ciclicos do filme drop-coated (C/PPV/Pt-SiPy*Cl'); na presenca de DA e AA, ambos
10 pmol L™ (v =50 mV s™).

Na investigacdo do transporte de carga na superficie do filme (C/PPV/Pt-SiPy*Cl)s, a
relac&o Ipa vs v'/2 na presenca de 3,0 x 10°® mol L™ (Figura 51 (a)) e 1,0 x 10°mol L™ (Figura
51 (b)) de DA, indicou uma relacdo linear com valores de R = 0,994 e R = 0,989,

respectivamente. Isto indica que o processo redox deste analito sobre o eletrodo € controlado

por difusdo, para ambas as concentragdes®’.
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Figura 51- Gréfico da relacéo entre o Ipa e v*? na presenca de DA: (b) 3,0 x 10°mol L™ e (d) 1,0 x 10®mol L™.
Além do eletrodo impresso de carbono modificado, a oxidacdo da DA foi estudada no

eletrodo impresso de platina e de carbono sem modificacdo para atestar a viabilidade da

modificacdo da superficie do eletrodo. A escolha pela modificacdo do eletrodo de carbono ao

invés do de platina, se deve ao fato de que o carbono nédo apresenta processo redox na faixa de
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potencial investigada para determinacdo de DA. Como pode ser visto na Figura 52 (a) e (b),
nas menores concentracdes de DA (3 e 10 pmol L™) o eletrodo modificado formado pelo
filme drop-coated (C/PPV/Pt-SiPy'Cl); foi o (nico que apresentou um processo redox
definido, porém na concentracéo superior (60 umol L™) todos estes eletrodos foram eficazes
na deteccdo de DA (Figura 52 (c)). Apesar dos eletrodos de Pt e carbono apresentarem um par
redox (Epa = -0,015 V e Epc = -0,007 V e Epa = 0,35 V e Epc = -0.05 V, respectivamente),
verifica-se que a corrente de oxidagdo da DA é menos intensa (Ipa = 0,92 e 1,09 PA,
respectivamente) que a observada com o filme drop-coated (C/PPV/Pt-SiPy"CI); (Ipa = 1,80
HA).

Ao comparar 0s eletrodos com Pt, nota-se que a intensificagdo da corrente obtida no
filme drop-coated (C/PPV/Pt-SiPy*Cl); pode ser atribuida a presenca das NPs-Pt, as quais
fornecem maior area ativa no eletrodo em comparacdo com a platina bulk no eletrodo
impresso de Pt. Além disto, foi observado que a oxidacdo da DA ocorre em potencial menos
positivo nos eletrodos contendo platina do que no eletrodo impresso de carbono (Epa = 0,33
V). Estas constatacfes evidenciam a importancia da platina na deteccdo de DA,

principalmente quando esta se encontra na forma de NPs.
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Figura 52- Voltamogramas ciclicos dos eletrodos (C/PPV/Pt-SiPy"Cl)s, impresso de Pt e impresso de C nas
concentracBes de DA: (a) 3t mol L™ (b) 10 umol L™ e (c) 60 pmol L™ (v=50 mV s™).
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A fim de verificar a contribuicdo das espécies constituintes do filme (C/PPV/Pt-
SiPy"Cl); no processo de transferéncia de elétrons, foram preparados sobre o eletrodo
impresso de carbono filmes drop-coated com os precursores PPV-SO3 (C/PPV-S03); e Pt-
SiPy*"CI™ (C/Pt-SiPy*Cl")s, Estes eletrodos foram comparados com os eletrodos impressos de
carbono, impresso de platina e com o filme (C/PPV/Pt-SiPy*Cl)3 na determinagio de DA nas
concentracdes de 60 umol L™ (Figura 53 (a)) e 1, 0 x 10° umol L™ (Figura 53 (b)).

Na concentragdo de 60 umol L™ de DA, verifica-se na Figura 53 (a) que os filmes
(C/PPV-S03); e (C/Pt-SiPy*CI"); também detectam este analito. No entanto, com estes filmes
a DA é oxidada em potenciais mais positivos, com Epa = 0,32 e 0,33 V respectivamente para
(C/PPV-S03); e (C/Pt-SiPy*Cl)3. Embora os precursores proporcionem a oxidagio da DA em
potenciais mais positivos, quando combinados, 0 compésito (C/PPV/Pt-SiPy*Cl’); oxida a DA
em um potencial mais negativo (Epa = 0,03 V). A vantagem deste resultado € que quanto
menor o potencial de oxidacdo, menos interferentes estardo sujeitos a oxidarem nesta faixa de
potencial.

Em 1,0 x 10% umol L™de DA (Figura 53 (b)), todos os eletrodos testados apresentam o
processo redox da DA e novamente nota-se que a combinacdo da mistura PPV-SO;3; e o Pt-
SiPy"Cldurante a formagdo do filme drop-coated, proporciona a oxidacio da DA em
potencial menor, sendo 0,28 V para (C/PPV/Pt-SiPy'Cl)s, 0,41 V para (C/PPV-SOs); e 0,46
V para (C/Pt-SiPy*CI");. Outra constatacdo é que os eletrodos (C/PPV-SOs); e (C/Pt-SiPy*CI
)3 oxidaram a DA em potencial mais negativo que o potencial de oxidacdo de DA verificado
com o eletrodo impresso de carbono sem modificacdo (Epa = 0,51 V), evidenciando a

vantagem da modificacdo da superficie eletrédica.
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Figura 53- Voltamogramas ciclicos dos eletrodos impressos de Pt, e de C (sem modificacdo e modificados) e
(C/PPV/Pt-SiPy*CI')s, nas concentracdes de DA: (a) 60 pu mol L™ e (b) 1,0 x 10°pmol L™ (v =50 mV s™).

Conhecida a potencialidade do filme drop-coated (C/PPV/Pt-SiPy"Cl’); na oxidacio

da DA, partiu-se para as amostras de estriados cerebrais de ratos, contendo 74 e 109,5 mg de
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tecido. No voltamograma ciclico obtido na presenca da solu¢do contendo 109,5 mg de
estriado (Figura 54 (a)) pode ser visto um processo redox com Epa = 0,17 Ve Ipa=7,03 V,
atribuido ao processo redox da DA, enquanto que na concentracdo inferior (74 mg de tecido)
0 processo nao é definido.

Para confirmar a atribuicdo do processo redox do estriado, comparou-se 0S
voltamogramas ciclicos obtidos com o filme drop-coated (C/PPV/Pt-SiPy*Cl)3z em 20 umol
L de DA em NaNO; 0,1 mol L™ com e sem estriado (Figura 54 (b), ou seja, foram
adicionados 20 pmol L™ de DA na amostra de estriado. Destes voltamogramas nota-se que o
aumento no potencial de oxidacdo de DA na solucdo contendo o estriado (Epa= 0,17 V) se
deve ao efeito de matriz que desloca o potencial de oxidacdo da DA em relagdo ao observado
com a solugdo sem estriado (Epa= 0,08 V). Além disso, é possivel observar que o
voltamograma referente a oxidacdo de DA presente no estriado apresentou uma queda 6hmica
maior que o voltamograma referente a oxidacdo de DA em meio de NaNOs. A presenca desta
deformacdo por queda 6hmica também pode ser atribuida ao efeito de matriz. Para melhor
visualisar os valores de Epa de oxidacdo da DA integrou-se os valores de corrente em fungéo
do potencial aplicado dos voltamogramas apresentados na figura 54 (a) a fim de eliminar os
efeitos de carregamento da dupla camada e de queda dhmica. Fitou-se os dados obtidos da

integracdo por meio de uma gaussiana no intervalo de potencial de -0,1 V a 0,25 V (Figura 54

(©)).
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Figura 54- Voltamogramas ciclicos do filme drop-coated (C/PPV/Pt-SiPy"Cl’); em amostras de estriados (a)
contendo 74 e 109,5 mg; (b) contendo 20 pmol L™ de DA e sem estriado (v = 50 mV s); (c) graficos da
gaussiana dos valores integrados de Ipa da DA provenientes dos voltamograma ciclicos no intervalo de potencial
de-0,1a0,25V.

A confirmacdo do processo redox da DA no voltamograma ciclico do filme drop-
coated (C/PPV/Pt-SiPy*Cl); na presenca do estriado, foi obtida pela adigdo de padrdo na
amostra com 300 pmol L™ de DA e verificou-se um aumento na corrente de oxidac&o como

ilustrado na Figura 55.
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Figura 55- Voltamogramas ciclicos do filme drop-coated (C/PPV/Pt-SiPy"Cl); na presenca do estriado e na
presenca do estriado com adicdo de 300 pmol L™ de DA em NaNO; 0,1 mol L™ (v=50 mV s%).

Visando determinar a concentracdo de DA presente no estriado (109,5 mg), foram
realizadas medidas eletroquimicas com o filme (C/PPV/Pt-SiPy'Cl); em diversas
concentracdes de DA (Figura 56 (a)). Foram obtidas as integrais e gaussianas dos valores de
corrente de oxidacdo para DA retirados dos voltamogramas ciclicos (Figura 56 (b)) e deste
gréafico, obteve-se a curva de calibragdo (Figura 56 (c)), a partir da qual, encontrou-se 42,54
umol L™ de DA presente na amostra.

Estudos de determinacdo de DA em estriados cerebrais de ratos realizados por
HPLC*3'% mostram que a quantidade de DA no estriado é aproximadamente 8 g por grama
de tecido. Sendo assim, para a quantidade de estriado investigada (109,5 mg) deveria haver
cerca de 46,2 umol L™ de DA. Este valor é muito préximo a 42,54 pmol L™ encontrado pelas
medidas eletroquimicas realizadas com o eletrodo formado com o filme (C/PPV/Pt-SiPy*CI’
)3. Este resultado comprova a eficiéncia do sensor construido e nos proporciona uma nova
ferramenta para determinacdo de DA em amostras bioldgicas, visto que a deteccdo
eletroquimica como descrita neste trabalho, € mais rapida que a determinacdo por HPLC, pois
medidas eletroquimicas ndo requerem a utilizacdo de coluna de separacdo, o que de certa

forma encarece o procedimento experimental.
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Figura 56- (a) Voltamogramas ciclicos do filme drop-coated (C/PPV/Pt-SiPy*Cl’); em diferentes concentragdes
de DA, (b) graficos da gaussiana dos valores integrados de Ipa da DA provenientes dos voltamograma ciclicos
no intervalo de potencial de -0,1 a 0,25 V; (c) curva de calibragdo obtida em diferentes concentra¢des de DA (v =
50 mV s™).

5.8 Detecgdo de H,O, com filmes LbL de PPV-SOs e Pt-SiPy*CI

Tendo em vista a importancia da deteccdo de H,O, em reacdes enzimaticas de GOXx
visando a determinacdo indireta de glicose, foram realizados estudos eletroquimicos com 0s
filmes LbL (PPV/Pt-SiPy*Cl), e (Pt-SiPy"CI/PPV), contendo 1, 3, 6, 10 e 15 bicamadas,
frente a 1,0 x 10 mol L™ de H,0, em PBS 0,1 mol L™, pH 7. Na analise dos voltamogramas
obtidos (Figura 57) verifica-se que os filmes LbL oxidam o H,O, num potencial em torno de
1,06 V (Figura 57 (a), por voltametria ciclica, e no potencial de 0,85 V (Figura 57 (b) por
voltametria de pulso diferencial). Este menor valor de potencial de oxidacdo verificado com a
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voltametria de pulso diferencial se deve ao fato desta técnica ser mais sensivel que a

voltametria ciclica.

INUmero de bicamadas 8
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Figura 57- Voltamogramas ciclicos de (a) filme (PPV/Pt-SiPy'Cl), (b) filme (Pt-SiPy'CI/PPV),;
Voltamogramas de pulso diferencial de (c) filme (PPV/Pt-SiPy*Cl), e (d) filme (Pt-SiPy*CI/PPV),, v = 30 mV
-1
s

Em ambas as arquiteturas, os filmes LbL com 6 bicamadas forneceram picos de
corrente de oxidacdo mais intensos em potenciais ligeiramente mais baixos. Além disso, da
mesma forma que para a oxidagio da DA, o filme (PPV/Pt-SiPy"Cl)s, onde as NPs-Pt se
encontram na superficie do filme expostas a solugdo, apresentou Ipa maior (6,23 pA) (Figura
57 (a)) do que com o filme (Pt-SiPy'CI'/PPV)¢ (Ipa= 5,15 HA), para uma mesma concentragao
de H,0, (Figura 57 (b)).

A viabilidade da modificacdo do eletrodo FTO é confirmada pela comparacdo dos
voltamogramas obtidos com o FTO sem modificacio. E perceptivel que as correntes de
oxidacdo do H,0O, aparecem mais acentuadas utilizando os filmes LbL (PPV/Pt-SiPy"Cl)s €
(Pt-SiPy"CI/PPV); do que as evidenciadas no voltamograma obtido apenas com o FTO (Ipa =

2,79 pA), como ilustra a Figura 58 (a). Desta forma, € possivel constatar que a presenca dos
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modificadores PPV-SO3 e Pt-SiPy"CI" na superficie do FTO auxiliam a determinagdo do

perdxido, otimizando o processo redox deste analito.

g§/——FTO 1.4 F— (PPVIPt-SiPyCI),
—— (PPVI/Pt-SiPy'Cl), I (Pt-SiPy'CITPPV),

64 Pt-SiPy"CI/PPV),

1.04
0.8+

I (nA)

|
%
I (uA)

0.6

r R (@) . (b)

02 04 06 08 10 12 14 00 02 04 06 08 10 12 14
E/V vs (ENH) PBS 0,1 mol L* pH 7. E/V vs (ENH) em PBS 0,1 mol L pH 7

Figura 58 - (a) Voltamogramas ciclicos do FTO, dos filmes LbL (PPV/Pt-SiPy"Cl)s e (Pt-SiPy"CI/PPV)s na
presenca de 1,0 x 10 mol L™ de DA (b) Voltamogramas de pulso diferencial dos filmes LbL (PPV/Pt-SiPyCl)g
e (Pt-SiPy*CI/PPV)sem 1,0 x 10 mol L™ de H,0..

Ao comparar as respostas eletroquimicas obtidas com os filmes LbL contendo 6
bicamadas, constata-se que o filme LbL com a arquitetura (PPV/Pt-SiPy'Cl)s exibiu
melhores respostas (Epa = 1,06 V e Ipa = 6,23 pA) do que as observadas para o filme (Pt-
SiPy"CI/PPV)s (Epa = 1,10 V e lIpa = 5,15 pA) (Figura 58 (a)). Estas observacoes
evidenciam que a sequéncia de deposicdo nos filmes LbL influencia consideravelmente a
resposta eletroguimica, da mesma forma que foi verificado nos estudo de determinacdo de
DA. Novamente, confirma-se que a presenca de NPs-Pt na superficie externa dos filmes
auxilia no processo de transferéncia de elétrons promovendo a eletrocatalise do H,0,. Isto
pode ser comprovado pela anélise eletroquimica do filme LbL sem as NPs-Pt (PPV/SiPy"Cl)g
na presenca de H,O,, que ndo exibiu o processo redox referente ao H,O, como mostrado na

Figura 59.

8- = (PPV/Pt-SiPy'Cl),
— (PPVI/SiPy'CI),

I (nA)

0.2 d4 dﬁ d8 ﬁO LZ £4 1.6
E(V) vs (H,/H") PBS 0.1 mol L™ pH 7

Figura 59- Voltamogramas ciclicos de (PPV/Pt-SiPy*Cl")s e (PPV/SiPy*Cl)¢ LbL films na presenca de [H,0,] =
1,0 x 10*mol L™ em 0,1 mol L™, PBS (pH 7) a 30 mVs .
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Um comportamento semelhante foi observado no estudo realizado por Tsai et al.*’,
que constataram que a atividade eletrocatalitica do H,O, é proporcionada pela presencga de

NPs-Pt no eletrodo modificado com NPs-Pt e nanotubos de carbono. Wu et al. %8

, Observaram
que o filme contendo 6 bicamadas de quitosana, NPs-Au, GOXx e polianilina sobre eletrodo de
Pt mostraram melhores respostas amperométricas numa faixa de 0.5-16 mM com um LD de
7, 0 pmol L. Os autores atribuiram estas respostas a presenca de NPs-Au na superficie do
eletrodo, que aumentaram a &rea superficial, promovendo a imobilizacdo da GOx e
aceleraram o processo de transferéncia de elétrons do H,O, formado na reacdo enzimatica
devido a excelente condutividade.

Tendo em vista 0 melhor desempenho do filme LbL (PPV/Pt-SiPy’Cl)s para
determinacdo de H,0O,, observou-se da relagéo entre Ipa e a raiz quadrada da velocidade de
varredura (Figura 60 (a)), que o processo redox do H,O, é controlado por difusdo®’. Além
disso, verificou-se que o eletrodo (PPV/Pt-SiPy'Cl)s promoveu uma reducdo do
sobrepotencial de ativagcdo do H,O,, 0 que de acordo com a correlagdo de Nicholson e
Shain?®, sugere um processo de transferéncia de elétrons auxiliado pela presenca do Pt-

SiPy*Cl'e do PPV-SOs3 no eletrodo modificado, como ilustra a Figura 60 (b).
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Figura 60- (a) Relagéo entre a Ipa e a raiz quadrada da velocidade de varredura na presenca de 1,0 x 10 mol L™
de H,0,; (b) Gréfico de Ipa/v'? em funcdo de v'? do filme LbL (PPV/Pt-SiPy"Cl)s em H,0, 1,0 x 10 mol L™;
(c) cronoamperogramas em diferentes concentracdes de H,O, (intervalo da adi¢éo = 50 s).
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Nas Figuras 58 (a) e 58 (b) verifica-se que com o filme LbL (PPV/Pt-SiPy"Cl)s
oxidou o peroxido em 1,06 V (por voltametria ciclica, Figura 58 (a)) e em 0,84 (por
voltametria de pulso diferencial, Figura 58 (b)). Portanto, com intuito de averiguar o melhor
potencial para oxidacdo do H,O, realizaram-se medidas de cronoamperometria com o filme
LbL (PPV/Pt-SiPy'CI ), nos potenciais 0,9, 0,95 e 1,06 V, para deteccio de H,O,. Como
pode ser visto nos cronoamperogramas ilustrados na Figura 60 (c), o Epa em 1,06 V é mais
sensivel a oxidacdo do H,O,, pois apresentou maior intensidade no sinal de corrente de
oxidacdo a cada adicdo de H,O, e consequentemente resultou em uma melhor correlacdo

linear (R = 0,998) em diferentes concentracfes do analito.

5.9 Preparacéo, caracterizacio e aplicacio do biossensor (PPV/Pt-SiPy*Cl)s GOXx

Apo6s comprovada a oxidagéo do H,0, pelo filme LbL, imobilizou-se a enzima glicose
oxidase (GOx) sobre o filme LbL, obtendo-se a arquitetura (PPV/Pt-SiPy'Cl)sGOx. A
deposicdo enzimatica sobre o filme (PPV/Pt-SiPy*Cl)¢ foi realizada na Gltima camada similar
a outros estudos'®*??* | devido & quantidade de enzima ser suficiente para propiciar a reagdo
enzimatica que ocorre na interface eletrodo-solucdo. Outros trabalhos relatam a utilizacdo na
GOx como polianion na construcao de filmes LbL, pois muitas vezes a quantidade de GOx
depositada na tltima camada ndo é suficiente para reacio enzimética'®**%2% A compreensio
da estrutura conformacional (a-hélice) da enzima GOx imobilizada na superficie do filme
LbL (PPV/Pt-SiPy*Cl)s foi obtida por medidas de CD da solucdo de GOX 2 mg mL™
preparada em PBS 0,1 mol L™, pH 7. Foram observadas nos espectros da solucdo de GOX,
Figura 61 (a), as transigdes caracteristicas do espectro de CD da estrutura a-hélice, sendo 193
nm (transicdo forte perpendicular ao eixo da hélice), 206 e 216 nm (ambas paralelas ao eixo
da hélice)®®. A presenca destas bandas no espectro da solucdo de GOx, comprova a
estabilidade conformacional da enzima na solucdo preparada sob as condi¢des de
imobilizacao.

Objetivando verificar a relacdo entre o tempo de imersdo e a manutencéo estrutural da
GOx, filmes LbL (PPV/Pt-SiPy"Cl)s foram imersos na solugdo de GOx 2 mg mL™ em
diferentes tempos de imersdo (5, 15 e 30 minutos). Ao analisar os espectros dos filmes
(PPV/Pt-SiPy"Cl)sGOx (Figura 61 (b)), averiguou-se as bandas de absor¢do caracteristicas da
conformagédo a-hélice nos espectros dos filmes obtidos em todos estes tempos. Além disto, é

evidente que uma maior absorbancia das transi¢fes nos filmes com 15 e 30 minutos de
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imersdo, pois uma maior quantidade de enzima esta disponivel na superficie destes eletrodos,
em relacdo as quantidades de GOx no filme (PPV/Pt-SiPy"Cl)sGOx/5 minutos. No entanto,
para garantir maior quantidade de enzima na superficie do eletrodo, escolheu-se o tempo de

30 minutos para a imobilizacdo da GOXx.
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Figura 61- Espectos de CD (a) 0,015 mg mL™ de solucdo de GOx em 0,1 mol L™ de PBS, pH 7; e (b) filmes
LbL (PPV/Pt-SiPy"Cl")s e (PPV/Pt-SiPy*CI)¢GOx, preparados em diferentes tempos de imersio da GOXx, sobre
guartzo.

Além disso, € evidente a ocorréncia de deslocamentos das bandas de absor¢do da GOx
imobilizada em relagdo a GOx em solucdo (206 para 208 nm, e 216 para 222 nm,
respectivamente), os quais podem ser atribuidos as interacfes existentes entre a superficie do
filme (PPV/Pt-SiPy'Cl)s e a enzima GOx. Nas condi¢bes em que a solugdo de GOx foi
preparada, a enzima se encontra carregada negativamente, isto nos evidencia que além de
interacbes secundarias também ha interacdes eletrostaticas entre a enzima e a superficie
externa positiva do filme, como ilustrado no esquema da Figura 62. Estes resultados mostram
a eficiéncia do processo de imobilizacdo enzimatica, preservando a estrutura secundéria da

GOx. Semelhante comportamento foi observado por Ren et al.?*

, que observaram
deslocamentos nas bandas da enzima GOx e com menor intensidade no compdsito GOx/ZnO
em relacdo a GOx pura, fato que comprovou que a GOx interage com a superficie das

nanoparticulas de ZnO.
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Figura 62- Representacdo de um filme LbL (PPV/Pt-SiPy"Cl")¢GOx contendo 6 bicamadas.
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Para investigar as interagdes existentes entre a GOx e o Pt-SiPy'Cl™ presente na
superficie do filme LbL (PPV/Pt-SiPy"Cl)sGOXx, foram obtidos espectros de FTIR dos filmes
drop-coated (GOX), (PPV/Pt-SiPy*Cl)3 e (PPV/Pt-SiPy*Cl)s GOXx (Figura 63).
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Figura 63 - Espectros de FTIR dos filmes (a) LbL (PPV/Pt-SiPy*Cl)s, (b) drop-coated (GOx) e (c) LbL
(PPV/Pt-SiPy*Cl")¢ GOX, depositados sobre silicio.

O espectro do filme LbL (PPV/Pt-SiPy*"Cl)s, (Figura 63 (a)) indicou a presenca das
bandas caracteristicas dos precursores PPV-SOj3 e Pt-SiPy"CIl" como ja discutido na secdo 5.2
(Figura 15). E possivel verificar no espectro do filme drop-coated (GOx) (Figura 63 (b)) as
bandas atribuidas aos estiramentos C=0 das ligagdes peptidicas de amida | em 1536 cm™ e as
bandas atribuidas a deformagdo no plano do grupo N-H e estiramento C-N dos grupos
peptideos de amida Il em 1648 cm™ ?*°. Estas bandas foram deslocadas no espectro do filme
LbL (PPV/Pt-SiPy*Cl)s GOx (Figura 63 (c)) de 1536 para 1589 cm™e de 1648 cm™ para
1685cm™. Estes deslocamentos sdo atribuidos as interacBes eletrostaticas existentes entre a
superficie positiva do filme (PPV/Pt-SiPy’Cl')s e as cargas negativas da GOX.

A presenca das bandas de amida | e amida Il nos indica que houve conservagdo na
estrutura secundaria da GOx ap6s a imobilizacdo enzimatica sobre o filme LbL. Resultados

241242243 como no trabalho de Jesus

similares sdo reportados em outros trabalhos da literatura
et al.*** que verificaram deslocamentos das bandas de amida | de 1536 para 1546 cm™ e das
bandas de amida Il de 1650 para 1654 cm™ no filme LbL (SiPy"CI/CuTsPc)x(SiPy*Cl
/GOx/Nafion). No entanto, estes deslocamentos foram mais discretos do que os observados

para o filme LbL (PPV/Pt-SiPy"Cl)s GOX, 0 que nos indica que as interagdes eletrostaticas
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entre o Pt-SiPy’'Cl" e a GOx sdo mais efetivas do que as interacdes entre SiPy"Cl e GOx no
filme (SiPy"CI'/CuTsPc),(SiPy*CI/GOx/Nafion).

Além disso, também sdo observadas no espectro do filme drop-coated (GOXx) as
bandas de amida A (3284 cm™), amida 111 (1295 cm™), amida IV e/ou amida V (670 cm’
1)2442%5 que sdo deslocadas ap6s a imobilizagdo da GOx sobre o filme LbL (PPV/Pt-SiPy"Cl)s
GOx para 3312, 1268 e 583-639, respectivamente. A banda A ocorre essencialmente devido
aos estiramentos vibracionais N-H?**. A banda de amida 111 é uma banda complexa e depende
da natureza das cadeias laterais e das ligacdes de hidrogénio®*. As bandas de amida IV e V
ocorrem devido & deformacdo OCN e deformagéo fora do plano de NH, respectivamente®®.
No espectro do filme drop-coated (GOx) (Figura 63 (b) as bandas amida IV e V aparecem
sobrepostas (606 cm™) enquanto no espectro do filme LbL (PPV/Pt-SiPy*Cl)s GOx (Figura
63 (c)) as bandas aparecem bem nitidas (583-639 cm™) o que pode ser atribuido a melhor
organizacdo no filme LbL comparado com o filme drop-coated GOX.

A banda do PPV-SO; em 1138 cm™ atribuida ao estiramento assimétrico (S=0)"’ e as
bandas do SiPy*Cl" em 1106 e 820-980 cm™ atribuidas respectivamente & estrutura de gaiola
(Si-0-Si)?®?!° ¢ contribuicdes de estiramento Si-C e deformacdo de (Si-O-Si)**° (Figura 63
(a)) também sdo deslocadas apds imobilizacdo enzimatica de 1138 para 1191 cm™, 1106 para
1082 cm™ e 820-980 para 790-975 cm™. Estes deslocamentos também sdo atribuidos as
interacGes eletrostaticas no filme LbL (PPV/Pt-SiPy"Cl")s GOx. A Tabela 16 mostra os modos

vibracionais e os valores de nimeros de onda verificados nos espectros da Figura 63.

Tabela 9- Numero de onda, grupos e modos vibracionais do precursores PPV-SOs, SiPy"CI', e Pt-SiPy*Cl e
GOx presentes nos filmes drop-coated (GOXx), filme LbL (PPV/Pt-SiPy*Cl)s, e filme LbL (PPV/Pt-SiPy*CI
)6GOX sobre o substrato de silicio.

n°de onda n°de onda n°de onda
Grupos e modos drop-coated GOX) | (PPV/Pt-SiPy*Cl)s | (PPV/Pt-SiPy'Cl)s/GOX
vibracionais (cm™) (cm™) (cm™)
v assimétrico
(S=0) 1138 1191
Estrutura de gaiola
(Si-O-Si) 1106 1082
v Si-C e 8 (Si-O-Si) _— 820-980 790-975
d (N-H) no plano e v C-
N da amida Il 1648 1685
v (C=0) das ligagdes 1536 - 1589
peptidicas da amida |
v amida Il 1295 SR 1268
v amida IV e/ou V 606 —_— 583-639
v amida A 3284 —_— 3312
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Depois da obtengdo do filme (PPV/Pt-SiPy'Cl)¢GOx, este foi testado
eletroquimicamente frente a concentracio de 9,0 x 10™° mol L™ de glicose, a fim de avaliar a
potencialidade do filme como biossensor na detecgéo indireta de glicose, a partir da oxidacao
do H,0O, gerado no meio reacional enziméatico. Ao analisar o voltamograma da Figura 64 (a),
obtido com o filme LbL (PPV/Pt-SiPy*'Cl")sGOXx na presenca de glicose é possivel constatar o
perfil voltameétrico do processo redox do H,O, em torno de 1,06 V, evidenciando a atividade
da enzima GOx ja que o filme contendo 6 bicamadas (PPV/Pt-SiPy'Cl)s sem a GOx
imobilizada, ndo apresentou resposta na oxidacdo da glicose (Figura 64 (a)). Isto nos

evidencia a importancia da imobilizacdo enzimatica.
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Figura 64- (a) Voltamograma ciclico do filme LbL (PPV/Pt-SiPy*Cl)s GOXx na presenca de glicose 9,0 x 107
mol L™; (b) cronoamperometria do filme LbL (PPV/Pt-SiPy*Cl)¢GOx em diferentes [glicose] (intervalo = 50 s),
E= 1,06 V; (c) curva de calibracio obtida na faixa de 8,7 x 10° a 9,8 x 10" mol L™; (d) Voltamogrmas ciclicos
do filme (PPV/Pt-SiPy*Cl)s GOx na presenca de glicose 27,4 e 91,4 umol L™, NaNOs, 0,1 pH 7, v=30 mV s™.

A dependéncia da resposta eletroquimica do filme LbL (PPV/Pt-SiPy'Cl)sGOx em
funcdo da quantidade de glicose foi analisada por medidas de cronoamperometria aplicando-

se um potencial de 1,06 V na faixa de concentracéo de H,0, de 8,7 x 10° a 9,8 x 10 mol L™
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(Figura 64 (b)). A partir das intensidades de corrente de pico anddica observadas nos
voltamogramas, obteve-se a relagdo entre Ipa em fungéo da concentracdo de H,O,, como
ilustra a Figura 64 (c). Dos resultados da curva analitica (Figura 64 (c)) encontrou-se 1,17
umol L™ de sensibilidade, 27,4 umol L™* de LD e 91,4 umol L de LQ, resultados estes que
se encontram dentro dos valores relatados na literatura (10° — 10® mol L™) (Tabela 17), nos
evidenciando a eficicia da imobilizacdo enzimética no filme LbL estudado.

Verifica-se que o LQ do filme LbL (PPV/Pt-SiPy"Cl)sGOx para determinacdo de
glicose, ¢ mais aplicavel do que o LD, da mesma forma que o observado para os filmes
(PVS/Pt-SiPy'Cl)s; e (PPV/Pt-SiPy'Cl)s; na determinacio de DA, pois possibilita a
determinacéo de glicose a partir do valor de LQ calculado como mostra a Figura 64 (d).

A determinacdo da cinética enzimatica e a avaliacdo da atividade bioldgica da enzima
da GOx imobilizada no filme (PPV/Pt-SiPy'Cl)sGOx foi obtida a partir da constante

Michalis-Menten (k:""). Para isso, realizaram-se medidas de cronoamperometria

adicionando-se aliquotas de 50 p L™ de uma solucéo estoque de glicose 1,0 x 10 mol L * em
uma cela eletroquimica contendo 10 mL de tamp&o PBS 0,1 mol L™, de modo a verificar a
saturacdo dos sitios ativos da enzima GOXx a partir do momento que ndo houve mais variagdo
do sinal de corrente de oxidacdo do H,O, formado durante a reacdo enzimatica (Figura 65
(@)). Dos valores de corrente de oxidacdo, obteve-se o grafico de dupla reciproca (Figura 65

(b)), a partir da equacio de Lineweaver-Burk®*

1_1 k 2PP
I | C 7]

Ss max max ~~ glicose

Onde I é a corrente verificada ap6s adicdo da glicose, Imax € a corrente maxima
obtida na concentragéo de glicose suficiente para saturar os sitios ativos da enzima e Cgjicose €
concentragdo de glicose. Do gréafico de dupla reciproca foi determinada a constante k" com
um valor de 2.64 mmol L™, a qual é semelhante a outros valores de constante encontrados em
estudos na literatura (Tabela 17). Este valor representa a concentracdo de glicose necessaria
para que a metade do valor de corrente de oxidacdo méaxima seja alcangada, ou seja, indica a

cinética reacional do sistema enzima-substrato.
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Figura 65- (a) Cronoamperograma do filme LbL (PPV/Pt-SiPy"Cl)sGOx em diferentes concentragdes de
glicose; (b) grafico de dupla reciproca, ou Lineweaver-Burk.

Com intuito de averiguar o tempo de vida do biossensor (PPV/Pt-SiPy'Cl)sGOX,
foram realizadas medidas eletroquimicas por voltametria ciclica com o mesmo biossensor em

diferentes dias como mostrado na Figura 66.
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Figura 66- Tempo de vida do biossensor (PPV/Pt-SiPy"CI)sGOx: Ipa x nimero de dias.

Foi verificado que a enzima GOx imobilizada no biossensor manteve sua atividade
mesmo apds 32 dias. Embora a corrente de oxidacdo do H,O, gerado na reacdo enzimatica
tenha diminuido, esta diminuicdo é insignificante possibilitando a utilizacdo deste biossensor
por um interalo de tempo relativamente grande. No entanto, vale-se ressaltar que para uma

melhor manutencéo da atividade enzimatica, o biossensor deve ser armazenado a 4° C.
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Tabela 10- Valores de limite de deteccéo, sensibilidade e da k;ppobtidas com o biossensor (PPV/Pt-SiPy*Cl )
GOx e outros relatados na literatura.

shili app
Biossensores LD pmolL™ . : /?rr:rsr:ct;llll_l?lagn?* mrrl?glL‘l Ref.
(PPV/Pt-SiPy*Cl )sGOX 27,4 1,17 2,64 '\t'gsséa
GOX/SWNT/PVI/Os/SPCE 100 14,6 N 179
GOD/PYOMC/Au 50 0,38 2,18 152
PVP-Os/GOX-SWNT N 56 21,5 182
PEI/{GOD/PEI}/CNT/GC N 106.57 0.95 182
SWCNT ISFETS N 28.4 14.2 246
GC/TUIGOX 6 5.73 3.42 247

Obs. N = néo relatado.

Quando se compara o desempenho do biossensor (PPV/Pt-SiPy'Cl)¢GOx, com o
desempenho de outros biossensores encontrados na literatura (Tabela 17), énfase pode ser
dada ao baixo valor de LD (27.4 pmol L™) encontrado com filme LbL (PPV/Pt-SiPy*CI”
)6GOX. A maioria dos biossensores na literatura que exibem baixos valores de LD, contém em
sua constituicdo algum tipo de mediador redox'°*®°. Neste trabalho, o baixo valor observado
para o LD do filme (PPV/Pt-SiPy"Cl)¢GOx é atribuido a presenca das NPs-Pt que auxiliam o

processo de transferéncia de elétrons na superficie do biossensor.
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Capl’tulo 6. Conclusdes

O estudo investigativo relacionado as interacdes das NPs-Pt estabilizadas no SiPy*CI,
assim como, as interacdes do nanohibrido Pt-SiPy"CI com diferentes estruturas moleculares,
tais como, o PVS, PPV-SO; e a enzima GOXx, representam a maior contribuicdo cientifica
desta tese para a Ciéncia. A versatilidade do material investigado na contrucdo de sensores e
biossensores eletroquimicos para substancias diversas como, DA, AA, AU, glicose e H,0,,
deve ser destacada, visto 0 método simples de obtencdo dos sensores a partir da técnica LbL.

A investigacdo nesta tese reine uma gama de técnicas exploradas que corroboraram
nas constatacdes evidenciadas com os diferentes materiais mencionados.

As imagens de MET e o histograma de distribui¢do obtido pelas medidas de DLS nos
indicaram uma boa distribuico destas estabilizadas no polimero SiPy"CI". O valor obtido de
potencial zeta com o Pt-SiPy'Cl" nos confirma a capacidade do hibrido em atuar como
polication na construgdo de filmes LbL, e por este motivo, se mostrou eficiente na construgdo
de filmes finos alternado com os polidnions sulfonados, tais como o PVS e o PPV-SOs.
Medidas de UV-Vis, FTIR e Raman confirmaram a presenca deste polication interagindo com
0s grupos sulfénicos tanto com o PVS quanto com o PPV-SO;3 nas diferentes arquiteturas de
filmes LbL. Espectros de UV-Vis confirmaram o crescimento dos filmes a partir da deposi¢édo
das bicamadas de polieletrolitos e indicaram uma maior absorbancia nos filmes contendo a
arquitetura sequencial (PVS/Pt-SiPy*'Cl), e (PPV/Pt-SiPy*Cl),. Resultados das imagens de
AFM corroboraram com medidas de UV-Vis e indicaram que esta arquitetura promoveu
melhor organizag&o das estruturas supramoleculares.

Resultados da comparacdo dos filmes LbL construidos a partir dos precursores PVS e
Pt-SiPy"CI", mostraram que o filme LbL (PVS/Pt-SiPy*Cl"); foi o que apresentou as melhores
respostas eletroquimicas no processo de oxidacdo da DA em relacdo ao filme na arquitetura
(Pt-SiPy’CI'/PVS)3; em funcdo da presenca das NPs-Pt na parte externa do eletrodo. Além
disso, a utilizacdo deste filme como sensor eletroquimico possibilitou a detec¢do simultanea
da DA em meio ao interferente AA fornecendo uma diferenca entre os potenciais de oxidagédo
igual a 550 mV em pH 7, valor este excelente, quando comparado a outros encontrados na
literatura tais como 140 mV**, 200 mVv*, 180 mVv?*! e 230 mv*%,

A substituicdo do PVS por PPV-SOs, na arquitetura dos filmes proporcionou um

incremento nas respostas eletroquimicas do sensor frente a DA. Dentre estas respostas, 0
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filme LbL (PPV/Pt-SiPy’Cl); oxidou a DA com um sinal de corrente de oxidacdo mais
intenso e além disso, detectou simultaneamente a DA em meio aos interferentes AA e AU
com uma diferencga de potencial igual a 640 mV em pH 7, ou seja, 90 mV maior do que a
obtida com o filme com PVS.

O filme (PPV/Pt-SiPy'Cl); também se mostrou eficiente na oxidagdo de DA
encapsulada nos lipossomos formados a partir de DPPC, promovendo uma diferenca de 350
mV entre o potencial de oxidagdo da DA encapsulada no lipossomo e os interferentes AA e
AU nao encapsulados. A menor diferenca nos potenciais de oxidacdo encontrada nos estudos
com a DA encapsulada em relacdo aos estudos com DA livre, pode ser explica pela
competitividade gerada pela presenca dos lipossomos préximos a superficie do eletrodo que
podem interagir com o Pt-SiPy"CI" da superficie deixando os anions ABT e URT mais livres
para se aproximarem das NP-Pt e desta forma antecipar o potencial de oxidacdo destes
interferentes. Na auséncia dos lipossomos, os anions ABT e URT interagem com a superficie
positiva e a aproximacao destas espécies até as NP-Pt é dificultada decorrente das interagdes,
fator que exige um potencial mais positivo para a oxidacgdo destes interferentes. O processo de
deteccdo de DA em lipossomos se mostrou eficiente para mimetizar a deteccdo de DA em
tecidos, atuando como um prot6tipo de modelo biomimético.

Nos estudos de determinacdo eletroquimica de DA presente em estriados cerebrais de
ratos, verificou-se que o filme drop-coated (C/PPV/Pt-SiPy'Cl); oxidou DA num potencial
mais negativo do que o verificado com filme LbL sobre FTO, bem como oxidou a DA
presente no estriado contendo 109, 5 mg de tecido, cuja concentracdo de DA determinada pela
equacdo da curva de calibracdo foi 42,54pmol L™, valor este préximo ao obtido por medidas
de HPLC evidenciadas em trabalhos relatados na literatura*****4,

Embora o0 aumento de concentracdo de DA tenha proporcionado um deslocamento no
potencial de oxidacdo para potenciais mais positivos, na faixa de concentracdo baixa, presente
em amostras de estriado, o filme drop-coated (C/PPV/Pt-SiPy'Cl); exibiu as melhores
respostas eletroquimicas em relacdo aos eletrodos impressos de C e Pt. Isto nos evidencia a
importancia do processo de modificacdo do eletrodo.

Para o processo de deteccdo de H,O, foi verificado que as melhores respostas foram
obtidas com o filme LbL (PPV/Pt-SiPy*Cl)s onde observou-se a oxidagio do H,O, em 1,06
V. Neste potencial, verificou-se a partir de medidas de cronoamperometria melhor relacédo
entre a concentracdo do analito e a corrente de pico anddico, do que nos potenciais 0,90 e 0,95

V. Este resultado permitiu avaliar a potencialidade do filme LbL como biossensor na detecgéo
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indireta de glicose. Para isto, medidas de CD comprovaram a preservacdo da estrutura
conformacional da GOx na solugdo preparada e ha GOx imobilizada na superficie do filme
LbL (PPV/Pt-SiPy*Cl)e. Além disso, comprovou-se a eficiéncia do nanohibrido Pt-SiPy*'CI
para estabilizar a GOx na superficie do filme pelas medidas de CD, onde evidenciou-se a
conservacdo da estrutura da GOx. Deste estudo também se conclui que a preservacao

estrutural da GOx na superficie do filme se mostrou determinante para obtencdo da cinética
enzimética determinada pela constante k*” = 2,64 mmol L. Pardmetros como, a boa

sensibilidade e os baixos limites de deteccdo e quantificagdo obtidos com o biossensor
(PPV/Pt-SiPy*Cl)s GOX nos mostraram a capacidade e eficiéncia para detecgdo de H,O, em
reacOes enzimaticas.

Com base no acima exposto, € importante considerar a importancia do PPV-SO3; na
construcdo dos sensores eletroquimicos, uma vez que este polimero ja desempenha importante
papel na construcao de sensores fotoluminescentes. Os resultados observados até 0 momento
com este polimero nos evidenciam a possibilidade de obtencdo de sensores distintos e com
altas potencialidades sensoriais.

Da mesma forma, os resultados obtidos nesta tese, nos mostram a alta capacidade
sensorial dos filmes obtidos com o nanohibrido Pt-SiPy*CI’, inédito no campo da pesquisa. A
versatilidade deste nanohibrido foi comprovada pela sua utilizagdo como policétion para a
formacdo de filmes LbL, como modificador de sensores de DA em amostras reais e também
como modificador de biossensor de glicose. Aliado a técnica LbL, o uso do nanohibrido como
modificadores de superficies eletrddicas comprovou a possibilidade da aplicacdo em sensores
eletroquimicos de DA e glicose, em substituicdo aos métodos quantitativos convencionais que

geralmente apresentam um custo elevado e sdo mais demorados.
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Capl’tulo 7. Perspectivas Futuras

Tendo em vista a originalidade da utilizagdo do nanohibrido Pt-SiPy"CI™ na
constituicdo de superficies eletrodicas, muitos nanocompositos podem ser investigados
combinados com este novo material. Neste sentido algumas sugestdes para trabalhos futuros
sdo descritos nos topicos a seguir.

- Testar outros redutores na rota de sintese das NPs-Pt e avaliar os didmetros de NPs
obtidas por DLS e TEM.

- Sintetizar outras NPs-M tais como Au e Ag nas cavidades do polimero SiPy*Cl e
utilizar os hibridos obtidos no processo de deteccdo de DA e H,0,, para confrontar a
influéncias da utilizacdo de diferentes NPs-M.

- Realizar medidas de difracdo de Raio-X de diferentes NPs-M incorporadas ao
SiPy*CI".

- Realizar um estudo de condutividade de hibridos com diferentes NPs-M
incorporadas ao SiPy*CI” por espectroscopia de impedancia eletroquimica.

- Avaliar a capacidade do nanohibrido Pt-SiPy*Cl para imobilizacdo de diferentes
enzimas.

- Estudar a toxidade do nanohibrido Pt-SiPy*CI frente a sistemas biol6gicos.

- Investigar diferentes arquiteturas de filmes LbL alternando o nanohibrido Pt-SiPy*CI
com outros polianions, além do PVS e PPV-SOs.

- Confrontar os resultados obtidos nos estudos eletroanaliticos da oxidacdo de DA em
estriados com outras técnicas como o HPLC.

- Investigar o processo de detec¢do de DA encapsulada em outros tipos de lipossomos
além do DPPC.

- Realizar um estudo eletroquimico com os filmes drop-coated de (C-PPV/Pt-SiPy*CI
)3 na oxidagdo de DA em meio a outros interferentes como a L-DOPA e epinefrina, visto que
com os filmes LbL sobre FTO o potencial verificado para os analitos foi relativamente alto.
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