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EG — eletrodos de grafite

EG/POLI(2-HFA) — eletrodos de grafite modificados com POLI(2-HFA)
EG/POLI(3-HFA) — eletrodos de grafite modificados com POLI(3-HFA)
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IgG - anticorpos contidos nos soros sanguineos de bovinos saudaveis
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min. — minutos

cm?® — centimetros clbicos
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NM1 - Oligonucletideo sintético capaz de reconhecer DNA gendmico de Neisseria
meningitidis

OCP - potencial de circuito aberto

OLEDs - organic light-emitting diode ou diodo organico emissor de luz
PANI — polianilina

pb — pares de base

PBS — tampéo de fosfato de sddio contendo NaCl

PC — polimeros condutores

PCR - reacdo em cadeia da polimerase
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Poli(2-HFA) — polimero derivado do acido 2-hidroxifenilacético
Poli(3-HFA) — polimero derivado do acido 3-hidroxifenilacético
Poli(4-HFA) — polimero derivado do acido 4-hidroxifenilacético
Poli(HFA) — acidos poli-hidroxifenilacéticos

R — resisténcia

Rct — resisténcia a transferéncia de carga

S — siemens

s — segundos

SPAM - sistema polimérico para deteccdo de Anaplasma marginale
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REsSumo

Neste trabalho foi investigada a eletropolimerizacdo dos is6meros do 4cido
hidroxifenilacético, visando sua aplicacdo na construgdo de sistemas poliméricos, através da
imobilizacdo de moléculas sintéticas para o desenvolvimento de sensores biologicos. Os
eletrodos de grafite eletroquimicamente modificados foram caracterizados quanto a
morfologia e o comportamento eletroquimico, evidenciando que o poli(acido 2-
hidroxifenilacético), poli(acido 3-hidroxifenilacético) e poli(acido 4-hidroxifenilacético) séo
eletroativos, sendo que este Ultimo apresentou um menor rendimento em massa na
eletrossintese, em concordancia com as imagens de microscopia de forca atbmica, que
mostraram que a superficie dos eletrodos de grafite foram menos alteradas com este material
em relagdo aos seus isomeros. Os espectros de impedancia eletroquimica do poli(acido 4-
hidroxifenilacético), mostraram que esse material € mais resistivo em relagdo aos seus outros
isOmeros que sdo mais condutores em concordancia com os valores de corrente e potencial
evidenciados nos ensaios de troca idnica nas sondas positiva e negativa. A relacdo entre as
massas eletrodepositadas e as cargas necessarias para realizar o processo redox nestes
materiais foi constante, indicando que o mesmo numero de elétrons esta envolvido na
oxidacao e reducao destes materiais, que se comportaram como sistemas reversiveis segundo
os diagndsticos de reversibilidade aplicados por voltametria ciclica, todavia o poli(acido 3-
hidroxifenilacético) mostrou-se mais estavel eletroquimicamente durante sucessivas ciclagens
em acido perclérico. As estruturas tridimensionais otimizadas justificam o comportamento
eletroquimico e morfoldgico destas trés plataformas, em que os poli(acido 2-
hidroxifenilacético) e poli(acido 3-hidroxifenilacético) apresentam estruturas com um arranjo
mais ordenado e por isso sdo mais condutores ao contrario do poli(acido 4-
hidroxifenilacético) que tem uma estrutura mais desordenada, e por isso mais resistiva. A
proposta mecanistica inicia-se com a eletrooxidacdo dos mondmeros, cujas investigacoes
experimentais por voltametria de onda quadrada, mostraram a perda de um elétron. Os
acoplamentos entre os cations radicais promovem uma formacéo de éter deixando 0s grupos
acetato expostos na estrutura. O emparelhamento ocorre entre o0 oxigénio fendlico e carbonos
do anel aromatico, cujas possibilidades foram estudadas pela densidade de spin e
concordantes com as estruturas de ressonancia dos cations-radicais que estdo nos mecanismos
sugeridos. Nos testes de incorporacdo de bases nitrogenadas, verificou-se que o poli(acido 3-
hidroxifenilacético) mostrou-se mais eficiente na retencdo das mesmas e por este motivo
associado ao seu melhor comportamento eletroquimico, foi selecionado dentre os outros
isbmeros como o sistema polimérico mais adequado para aplicacdo nas deteccOes, através da
imobilizacdo por adsorcdo fisica de moléculas sintéticas de reconhecimento. No primeiro
sistema, imobilizou-se oligonucleotideos sintéticos compativeis a fragmentos de DNA da
bactéria Neisseria meningitidis, capazes de reconhecer seu DNA gendmico em amostras por
voltametria de pulso diferencial e espectroscopia de impedancia eletroquimica, sendo que esta
Gltima mostrou uma melhor sensibilidade de resposta de sinal em relacdo ao aumento de
concentracdo do alvo. No segundo sistema, ocorreu a imobilizacdo de peptideos sintéticos
compativeis a membrana celular da Anaplasma marginale, capazes de reconhecer
seletivamente seus anticorpos em amostras de soros sanguineos bovinos. As imagens feitas
por microscopia de forca atbmica, respaldam o reconhecimento eficaz de ambos 0s sistemas
poliméricos desenvolvidos para detec¢do das bactérias Neisseria meningitidis e Anaplasma
marginale, causadores de meningite bacteriana e anaplasmose bovina, respectivamente.

Palavras Chaves: &cidos hidroxifenilacéticos, eletropolimerizacdo, eletroquimica,
genossensor, imunossensor, meningite, anaplasmose bovina.



ABSTRACT

In this study we investigated the electropolymerization isomers hydroxyphenylacetic acid, for
their application in the construction of polymeric systems, by immobilizing synthetics
molecules for development of biological sensors. The graphite electrodes electrochemically
modified were characterized for morphology and electrochemical behavior showing that the
poly(2-hydroxyphenylacetic  acid), poly(3-hydroxyphenylacetic acid) and poly(4-
hydroxyphenylacetic) are electroactive, and the latter showed a lower yield in electrosynthesis
in agreement with the images of atomic force microscopy showed that the surface of graphite
electrodes were changed less with this material compared to its isomers. The electrochemical
impedance spectra of poly (4-hydroxyphenylacetic acid) showed that this material is more
resistive with respect to its other isomers which are more conductive in accordance with the
values of current and voltage shown by tests ion exchange the probes positive and negative.
The ratio between the masses electrodeposited and the loads required to carry out the redox
process these materials remained constant demonstrating that the same number of electrons
are involved in reduction and oxidation of these materials according to the diagnostic
reversibility applied by cyclic voltammetry are unanimously reversible systems, however
poly(3-hydroxyphenylacetic acid) was more stable during repeated cycling electrochemically
in perchloric acid. The optimized tridimensional structures justify the electrochemical and
morphologic behavior of these three platforms, wherein the poly(2-hydroxyphenylacetic acid)
and poly(3-hydroxyphenylacetic acid) have structures with a more ordered arrangement,
unlike poly(4-hydroxyphenylacetic acid), which has a rather more disordered structure and
therefore more resistive, while isomers are more conductors. The mechanistic proposal begins
with the anodic oxidation of monomers whose square wave voltammetry experiments showed
the loss of an electron. The couplings between cation radicals promote a formation of ether
leaving the acetate groups exposed on the structure. The pairing occurs between the phenolic
oxygen and carbon of the aromatic ring whose potential were studied by spin density and
consistent with the resonance structures of the cation-radical that are in the suggested
mechanisms. In tests incorporation of nitrogenous bases found that poly(3-
hydroxyphenylacetic acid) also proved more effective in the retention of the same and for this
reason associated with their better electrochemical behavior described above, it was selected
among others for applying isomers polimeric systems by immobilizing synthetics molecules
by physical adsorption. In the first system froze synthetic oligonucleotides that mimic
fragments of DNA from the bacterium Neisseria meningitidis able to recognize their genomic
DNA in samples of pure cultures by differential pulse voltammetry and electrochemical
impedance spectroscopy, and this latter showed a better response sensitivity signal in relation
to the increasing concentration of the target. In the second system, there immobilization of
synthetic peptides compatible to the cell membrane of Anaplasma marginale able to
selectively recognize antibodies in their sera samples from cattle. The images made by atomic
force microscopy of the two procedures backing the effective recognition of both polimeric
systems developed for the detection of Neisseria meningitidis and Anaplasma marginale
bacteria causing bacterial meningitis and bovine anaplasmosis, respectively.

Keywords: hydroxyphenylacetic acids, electrosynthesis, electrochemical, genosensor,
immunosensor, meningitis, bovine anaplasmosis.



1 - INTRODUCAO

grupo que desenvolve pesquisa atualmente no LAFIP-NANOTEC? tem se

dedicado em uma de suas vertentes a modificar quimicamente eletrodos com

polimeros condutores buscando aplicagGes cataliticas e, principalmente, no
sensoriamento de doengas humanas e de animais. N0sSso grupo estd em sincronismo
com diversos outros alocados também em outros 6rgdos governamentais ou privados
que tem produzido e divulgado pesquisas relacionadas a construcdo, diversificacéo,
modificagdo e aplicacdo destas matrizes tdo peculiares que exibem interessantes
propriedades Opticas, elétricas, fisicas e ou quimicas. O interesse crescente da
comunidade cientifica de maneira geral por este assunto, pode ser evidenciado pelo
aumento do numero de publicacbes associadas a nanotecnologia nesta area de
investigagdo.!

Eletrodos quimicamente modificados com filmes poliméricos s&o obtidos
normalmente por rotas quimicas ou eletroquimicas, sendo que nessa Gltima a técnica
mais utilizada € a eletropolimerizacdo, que vem consolidando-se como uma
metodologia que garante maior sensibilidade, reprodutibilidade e afinidade para a
imobilizacdo e incorporacdo de biomoléculas, tais como proteinas, enzimas,
anticorpos/antigenos, fragmentos de DNA, bactérias, fungos, tecidos e mais
recentemente, de outras moléculas sintéticas, tais como oligonucleotideos e peptideos
que se apresentam estaveis por longo tempo. Estas moléculas de origem bioldgica ou
sintética sdo capazes de realizar reconhecimento especifico e seletivo de seus
respectivos alvos biol6gicos complementares, quando imobilizadas sobre as superficies
de um transdutor funcionalizado, sendo chamados de biossensores, a juncdo entre o

transdutor e 0 componente biolégico.

1.1 — Polimeros condutores

A ciéncia dos materiais classifica os materiais em condutores, semicondutores

ou isolantes em funcdo de suas propriedades fisicas, dentre elas a capacidade de
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conduzir ou ndo corrente elétrica é extensamente explorada nesta area de investigacéo.

A associagdo entre polimeros e materiais isolantes é tradicionalmente comum. De fato,
na tecnologia de processamento de polimeros evidencia-se que umas das propriedades
importantes dos polimeros é a capacidade de comportarem-se como excelentes isolantes
elétricos.

Nos ultimos quarenta anos, uma revolugéo foi iniciada. No inicio da década de
70, Shirakawa e Ikeda mostraram habilidade em preparar filmes semicondutores de
poliacetileno (CH)x através de polimerizagdo direta do acetileno auto-suportada.
MacDiarmid e colaboradores descobriram que a dopagem oxidativa do poliacetileno
proporcionava um incremento de doze ordens de grandeza na escala de condutividade,

conforme Figura 1.2
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Figura 1: Escala de condutividade.*

A elevada condutividade do poliacetileno dopado é equivalente a dos metais e
por isso esta nova classe de polimeros organicos condutores é comumente conhecida de
“metais sintéticos”.

A importancia desta descoberta ndo se restringe a condutividade e sim a uma
combinacdo entre as propriedades de um semicondutor ou metal com as do polimero,

desse modo um polimero organico possui propriedades elétricas, eletronicas,
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magnéticas e Opticas de um metal, mantendo ainda as propriedades mecanicas

caracteristicas de um polimero convencional, este material & também denominado de
polimero intrinsecamente condutor (P1C) ou simplesmente polimero condutor (PC) que
atraiu e tem atraido o interesse de inimeros grupos de pesquisa em todo o mundo,
promovendo um répido crescimento cientifico estimulando a interdisciplinaridade de
investigacdes nas areas de Quimica, Eletroquimica, Bioquimica, Fisica Experimental e
Tedrica, Engenharia Eletronica e Elétrica, dando origem a importantes aplicacdes
tecnoldgicas destes materiais, além da producao de biossensores. >0

Longos sistemas © conjugados sdo encontrados impreterivelmente nos PC e 0s
mais estudados séo o poliacetileno, polianilina, polipirrol e politiofeno. A Figura 2
mostra a estruturas monomeéricas dos principais polimeros condutores estudados na

atualidade.’
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Figura 2: Principais classes de polimeros condutores.’

Os PC no estado neutro, ou seja, ndo carregado praticamente ndo mostram

nenhuma condutividade. A dopagem é uma etapa imprescindivel para que polimeros



adquiram cargas transportadoras e se convertam de isolantes a semicondutores ou

condutores.

O processo de dopagem é reversivel, podendo ser realizado quimicamente ou
eletroquimicamente, promovendo a formacdo de um polimero com pequena ou
nenhuma degradacéo do esqueleto do polimero. Tanto o processo de dopagem quanto o
de desdopagem, envolvem os contra-ions, 0s quais estabilizam o estado dopado. Surge
entdo uma condutividade intrinseca a partir da formacdo de cargas transportadoras
mediante agentes oxidantes, dopagem tipo p, ou agentes redutores, dopagem tipo n,
através da estrutura conjugada ao longo da cadeia polimérica. A oxidacdo do polimero
neutro provoca a geracdo de polarons e na sequéncia de bipolarons, todavia é valido
ressaltar que antes da formacdo dos bipolarons, a cadeia inteira dos PC deve tornar-se
primeiramente saturada com polarons, 13

A Figura 3 mostra a formacdo de polarons e bipolarons na oxidagdo do poli(4-
fenileno). A estrutura do polimero passa apresentar dopagem do tipo p, embora 0s
conceitos sejam igualmente aplicaveis aos portadores do tipo n, resultantes de um

processo de reducdo em um polimero neutro.

Figura 3: Dopagem do tipo p no poli(4-fenileno). A: Polarons e B: Bipolarons.

Polarons e bipolarons sdo termos usados na fisica da matéria condensada
equivalentes a cation-radical e di-cation, respectivamente, na terminologia quimica. A
oxidacdo do polimero inicialmente gera um polaron que compreende a regido onde
ocorre a distorcdo estrutural provocada pela vacancia correspondente a saida do elétron,
conforme ilustrado na Figura 3A. O cation e o radical formam uma “espécie ligada”, ja
que qualquer aumento na distancia entre as duas espécies exigiria a criacdo de unidades
quindides adicionais com energias superiores. Tratamentos tedricos* demonstraram que
dois polarons proximos se combinam para formar um bipolaron conforme mostrado na
Figura 3B. Um bipolaron é mais estavel do que dois polarons, apesar da repulsao

couldmbica caracteristica entre dois ions. Isso ocorre porque a cadeia de conjugacéao



infinita, permite a migragdo da carga sem afetar a energia da estrutura, desde que nao
exista barreira de energia significativa para o processo. E esta mobilidade dos
portadores de carga que acarretam a elevada condutividade destes polimeros.

Na sintese eletroquimica a incorporagcdo de ions geralmente provenientes do
eletrolito suporte, leva a compensacgdo de cargas ao longo da cadeia polimérica gerando
0 processo de dopagem. Filmes sintetizados por esta técnica, na presenca de pequenos
anions que apresentam elevada mobilidade, conferem aos filmes eletrodepositados
propriedades de troca anidnica, ocasionando o0 aumento de volume dos PC durante os
ciclos de oxidagdo em que ocorre a inser¢do dos anions na malha polimérica e a
respectiva diminuicdo de volume devido aos ciclos de redugdo que promovem a
expulsdo destes anions no polimero, sendo este efeito comumente usado para simular 0s
processos de contracdo muscular na produgdo dos masculos artificiais.”

Otero e colaboradores investigaram este mecanismo eletro-hidro-mecanico. Eles
estudaram a polarizagdo de um eletrodo revestido com 15 um de polipirrol. Altos
potenciais de reducdo promoveram a compactacdo da estrutura polimérica. A oxidagéo
desse polimero ocorre por meio de um processo de relaxamento conformacional,
permitindo a abertura de canais na estrutura polimérica suficientemente grande para
permitir a penetracdo de contra-ions no sélido. Eles também observaram que esse
processo ndo € uniforme ocorrendo em pontos especificos da interface
polimero/eletrolito.®®

A dopagem dos PC ndo precisa ser necessariamente eletroquimica como
mencionado acima, de fato ela pode ser realizada também quimicamente. Na dopagem
quimica, a oxidacdo € acompanhada pela exposi¢do do polimero condutor a oxidantes.
A polianilina (PANI) é um exemplo classico de dopagem quimica devido a protonagédo
ocasionando uma reacdo redox interna sem que ocorra alteracdo no numero total de
elétrons da cadeia polimérica, convertendo a forma semicondutora da PANI (base
emeraldina) para a forma condutora (sal de emeraldina). O grau de protonacdo da base
emeraldina depende do grau de oxidacao que polimero foi sintetizado, do pH da sintese
e da solucdo dopante. As reacGes entre as diferentes formas de PANI sdo mostradas na
Figura 4.%716

O processo de dopagem quimica € relativamente eficiente, entretanto
quantitativamente pouco reprodutivel, todavia a dopagem eletroquimica é por sua vez

superior a dopagem quimica, uma vez que pelo controle da janela de potencial é

I
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possivel promover um ajuste fino no nivel da dopagem, sendo esta particularidade

aproveitada para construgéo de dispositivos eletrocromicos.
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Figura 4: Conversdo entre os diferentes estagios da PANI.’

O eletrocromismo da PANI foi amplamente estudado principalmente em
eletrodos vitreos contendo finas camadas de 6xido de indio dopado com estanho (ITO) e
oxido de estanho dopado com flior (FTO) em que o incremento de potenciais no
sentido catodico para anddico proporciona modificacBes estruturais que estdo
associadas a condutividade e consequentemente ao espectro de absorcdo e emissao de

luz dispostos na Tabela 1. >7+/

Tabela 1: Polianilina em seus diferentes estagios.

Formas Condutividade Cor
Leucoemeraldina Isolante Amarela
Sal de emeraldina Condutora Verde

Base emeraldina Isolante Azul
Pernigranilina Isolante Roxa




1.1.1 — Obtencao de polimeros condutores por eletropolimerizagéo

O método eletroquimico é o mais relatado para obten¢do dos polimeros
condutores, com excecdo do poliacetileno. Polimerizagdo eletro-oxidativa tem sido
considerada uma rota efetiva e versatil para as modificacfes de superficies de eletrodos
por compostos poliméricos organicos.81°

O mecanismo de polimerizacdo mais aceito propde a oxidacdo do mondmero,
produzindo um cétion-radical, seguido do acoplamento entre dois cétions radicais, com
desprotonacéo e reconstituicdo do sistema aromatico, conforme pode ser observado na
Figura 5. A continuidade da reacdo ocorre com acoplamento de cations radicais do

mondmero e cations radicais dos oligbmeros que se formam,8-2
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Figura 5: Mecanismo de eletropolimerizagéo para heterociclos de cinco membros.?




A estabilidade do céation-radical do monémero é o fator determinante para
obtencdo de um polimero com elevado grau de conjuga¢do. Um cétion radical muito
estavel pode difundir do eletrodo dando origem a oligdmeros soliveis, enquanto que um
muito reativo pode sofrer reacGes secundarias. As propriedades elétricas e fisico-
quimicas do material eletrossintetizado dependem fortemente das condigdes de sintese,
principalmente da concentragdo do mondmero, natureza do meio eletrolitico e da

temperatura,202223
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Figura 6: Etapas de polimerizacio eletroquimica e dopagem da PANI.%

Existe outra possibilidade para obtencdo dos polimeros condutores atraves da

sintese quimica usando um iniciador quimico, como um agente oxidante que possui um

I
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potencial de reducdo suficiente para oxidar o mondmero provocando a formacdo do

cation-radical.?

Nos ultimos 30 anos o polimero condutor mais utilizado foi a PANI.
Quantidades significativas de artigos foram publicadas envolvendo aplica¢fes distintas
da PANI em baterias recarregaveis, dispositivos eletrocromicos, aparelhos de display,
supercapacitores, recobrimentos anti-estatico e biossensores que culminaram em que a
polianilina fosse o primeiro polimero condutor a ter aplicacdes realmente comerciais.
As principais razfes para esse crescimento, além do interesse pelas suas propriedades
promissoras, foram o baixo custo da polianilina, processamento facil e estabilidade das
formas condutoras.?® A Figura 6 ilustra os mecanismos de sintese eletroquimica da
PANI.?®

A polimerizacédo eletroquimica da polianilina ocorre por oxidacao eletroquimica
da anilina num eletrodo de metal inerte como platina ou ouro, vidro condutor ou outros
materiais como o carbono vitreo. Os metodos de eletropolimerizacdo mais utilizados
sdo os de corrente e potencial controlado. O eletrolito normalmente € uma solugéo
acida, cuja escolha do acido influencia nas propriedades como condutividade, massa

molar e solubilidade do polimero produzido.?

1.1.2 — Aplicacbes dos polimeros condutores

Na Eletrdnica os polimeros condutores estdo sendo aplicados principalmente na
construgdo de diodos emissores de luz,?5?° capacitores,®® dispositivos para
armazenamento e dissipacdo de carga®'2? e também em janelas eletrocrémicas.®*3* Na
Medicina, na fabricacdo dos musculos artificiais®® e dos sensores encontra-se a principal
area de acdo dos polimeros condutores. Na Fisica, os polimeros condutores vem sendo
utilizados como componentes de dispositivos de Optica ndo-linear®®. Na Eletroquimica,
encontramos uma infinidade de sensores quimicos®’ e bioldgicos®®, assim como
inimeras reacdes que podem ser catalisadas,®®**' ambos através de polimeros
condutores.

A aplicacdo destes polimeros esta intrinsecamente ligada as suas propriedades
como a condutividade elétrica, oxirreducdo, formacao de estados excitados, morfologia
e microestrutura. Algumas aplicacbes conhecidas e outras propostas para 0s polimeros

condutores, em funcéo das suas propriedades, estdo ilustradas na Figura 7.2*
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Figura 7: Esquema mostrando varias aplicacGes conhecidas e propostas para polimeros

condutores, em funcio das suas propriedades.®

Melhorar e garantir o desempenho destes materiais tem sido um dos maiores
desafios para os pesquisadores da area em todo mundo, buscando polimeros com menos
defeitos, maior homogeneidade, estabilidade, organizacdo tridimensional entre as
cadeias, reprodutibilidade e condutividade.

Em relagdo a condutividade, sabe-se que um aumento de condutividade
eletrbnica estad associado a um maior ordenamento molecular e supramolecular nos
polimeros e as eletrossinteses estdo sendo otimizadas para atingir este objetivo, ja que o
mecanismo através do qual os polimeros conduzem eletricidade estd bem elucidado na
literatura, 114244

As propriedades elétricas e fisico-quimicas dos polimeros condutores estdo
associadas a sua estrutura. Muitas investigacGes tém sido relatadas utilizando novos
mondmeros e consecutivamente, obtendo novos polimeros que possam ser aplicados em

Eletroquimica e nas demais areas.'®4>

1.1.3 — Eletrodos quimicamente modificados com polimeros

Eletrodos quimicamente modificados tem se revelado como uma interessante

area de pesquisa da Quimica Analitica. Isto porque é uma estratégia simples e eficiente
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que tem aumentado a sensibilidade e a seletividade das técnicas eletroanaliticas em
relacdo aos procedimentos com eletrodos convencionais. A possibilidade de elaborar §
sistemas analiticos com reagentes imobilizados tem se tornado uma das vertentes mais
promissoras da Eletroanalise, principalmente no campo de analises bioldgicas e
ambiental.*®

Uma técnica bastante atrativa para a preparacdo de eletrodos modificados é o
recobrimento das superficies dos eletrodos com filmes poliméricos, que sao
normalmente condutores ou permedaveis ao eletrolito de suporte e as espécies de
interesse. A modificacdo dos eletrodos com filmes poliméricos tem permitido a
imobilizagcdo de muitas monocamadas, aproximadamente de 1 a 20000, normalmente
mensuradas por microbalanca de cristal de quartzo, o que tem resultado na ampliacdo da
resposta eletroquimica.*®

Embora as respostas eletroquimicas dos eletrodos modificados por polimeros
sejam mais faceis de detectar do que aquelas dos eletrodos modificados por
monocamadas, elas também sdo complicadas pela sobreposi¢cdo de processos como
transporte e transferéncia de carga, movimento de contra-ions para dentro e fora do
polimero, movimento do filme polimérico e inchaco com o solvente e difusdo do analito
no filme. Estes processos foram estudados para melhorar a interpretacdo da resposta
voltamétrica.*® Mesmo assim, a modificacdo polimérica do eletrodo permanece um
procedimento conveniente e simples para melhorar o desempenho de eletrodos
apresentando uma infinidade de aplicagdes.*

O recobrimento polimérico do eletrodo pode ser obtido por varios métodos
como, por exemplo, a cobertura por banho, evaporacdo, deposicdo oxidativa ou
redutiva, cobertura e rotacao, plasma, foto-induzida por UV e por eletropolimerizacao
em que os produtos da reacéo no eletrodo sdo polimeros insoliveis no solvente utilizado
que apresentam propriedade elétricas e analiticas muito interessantes. >3

A sintese eletroquimica de um polimero pode ser feita por diferentes técnicas. A
mais usada é a voltametria ciclica, todavia crescimento de filmes usando técnicas
potenciostaticas ou ainda galvanostaticas promovem a formacdo de filmes mais
espessos em um tempo menor de eletrossintese.

Uma das caracteristicas mais importantes diz respeito a estabilidade destes
filmes poliméricos. De fato, o conhecimento da sua estrutura e de sua resposta
eletroquimica, assim como 0 mecanismo de deposicdo e a cinética associadas a estas

transicGes sdo extremamente importantes para suas respectivas aplicaces.**




1.2 — Polimeros condutores aplicados em sensores

Das diversas aplicacdes possiveis usando polimeros condutores, sem duvida a
sua utilizagdo nos sensores é uma das que mais cresceram nos Gltimos anos.?>* Isto,
estd associado diretamente as propriedades elétricas, eletroquimicas e Oéticas destes
polimeros e que podem ser usadas, para converter informagdes fisicas e quimicas, tais
como, concentracdo, atividade e pressdo parcial para a analise dos gases em um sinal
analiticamente mensuravel. Os sensores que usam polimeros condutores sdo geralmente
ferramentas de baixo custo na Quimica Analitica qualitativa ou quantitativa capazes de
identificar e/ou quantificar uma grande quantidade de analitos quimicos e biol6gicos
imprescindiveis para o controle de qualidade de alimentos, bebidas, farmacos,
diagnosticos clinicos e deteccdo de armas quimicas e biologicas. Além disso, estes
sensores podem diminuir custos e o tempo de analise, em relacdo a maioria dos métodos
analiticos convencionais.>®°

Os sensores baseados em polimeros condutores sdo constituidos geralmente de
um transdutor e de um material polimérico sensoativo que interage com o analito
provocando uma mudanca nas propriedades normalmente elétricas e Oticas que, sdo
convertidas em sinal mensuravel em fungédo da qualidade e/ou quantidade de analito em
estudo.5!

As principais vantagens de se usar polimeros condutores como matrizes para
imobilizacdo de moléculas bioldgicas e sintéticas dizem respeito principalmente a
diversidade de tipos de polimeros que podem ser usados e seu custo relativamente
baixo, assim como as técnicas usadas para obtencdo do sinal elétrico ou dptico serem
comparativamente mais baratas. Os polimeros condutores associados as moléculas de
reconhecimento podem ser usados para analise de diversificados analitos, incluindo os
bioldgicos, produzindo assim os biossensores.>

Nestes dispositivos a geracdo do sinal ocorre quando as moléculas do analito
interagem com a camada sensoativa por meio de processos fisicos e quimicos de
acoplamento promovendo mudancas, geralmente nas propriedades elétricas ou oOticas,
que sdo detectadas por um transdutor apropriado e convertidas num sinal de saida
mensuravel normalmente interligado a um software especifico. 8623

Os sensores eletroquimicos exploram as reagdes que ocorrem na superficie do
eletrodo para obter informacGes analiticas. Como j& citado anteriormente, muitos

pesquisadores modificam a superficie de um eletrodo através da deposi¢do quimica ou
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eletroquimica de polimeros condutores. Os sensores eletroquimicos podem ser
classificados em potenciométricos, voltamétricos e amperométricos dependendo da —
natureza do sinal elétrico. O principio da transducdo em sensores potenciométricos é
baseado na relacdo entre o potencial de uma célula galvanica eletroquimica, medido
entre dois eletrodos sob um equilibrio condicionado, e a atividade da espécie quimica
do analito. J& em um sensor voltamétrico, sua resposta é baseada na medida de uma
corrente elétrica em funcéo do potencial aplicado sob condicBes de ndo equilibrio.®*52

Em sensores voltamétricos, o potencial do eletrodo de trabalho é controlado por
um potenciostato e durante a varredura, a corrente produzida devido as reacbes de
oxirreducdo dos compostos com a superficie do eletrodo de trabalho é medida. O
principio de transducdo de sinal em sensores amperomeétricos é baseado na medida de
uma corrente elétrica que seja diretamente proporcional a concentracdo da espécie de
interesse (analito). Este tipo de sensor trabalha numa regido onde o processo redox é
completamente limitado pelo transporte de massa e tem consequentemente uma resposta
linear em funcéo da concentracao do analito. A medida consiste em aplicar um potencial
constante entre o eletrodo de trabalho e o eletrodo de referéncia, mantido geralmente
por uma fonte externa, e medir a corrente fluindo entre o eletrodo de trabalho e o
eletrodo auxiliar ou contra-eletrodo em fungdo do tempo.%>7°

As medidas amperométricas sdao amplamente empregadas em sensores
biolégicos e quimicos. Dentre as vantagens destas medidas, destaca-se a
compatibilidade da amperometria com o uso de ultramicroeletrodos. Estes dispositivos
apresentam area superficial extremamente reduzida, o que minimiza a corrente
capacitiva e intensifica o transporte de massa do analito devido a contribuicdo da
difusdo radial, aumentando a sensibilidade da deteccdo. Além disso, a geometria do
eletrodo bem como sua superficie podem ser modificadas para alcancar finalidades mais
especificas.”t"4

Embora os sensores amperométricos baseados em polimeros condutores sejam
usados quase que exclusivamente em sensores e biossensores, outras aplicacbes como
em analises ambientais e de alimentos para a deteccdo de didxidos de enxofre, peroxido
de hidrogénio, amdnia e 4cido ascdrbico, também sdo relatadas.” "

Os sensores condutimétricos sdo constituidos, geralmente, de um arranjo de
sensores que podem ser desenvolvidos através de diferentes polimeros conjugados, ou
por um mesmo polimero com diferentes dopantes. Cada polimero é depositado sob

microeletrodos interdigitados que atuam como transdutores de sinal. Os principais




métodos usados pra obtencdo da resposta dos sensores sdo baseados em medidas de
condutividade, resistividade, impedancia ou admitancia. 88!

Buscando ampliar as aplicacbes potenciais dos polimeros condutores em
biossensores, surgem as investigacdes das propriedades de polianilinas substituidas,
como é o caso dos aminofendis que, ao contrério do fenol, anilina e outras anilinas
substituidas, apresentam dois grupos funcionais (NH2 e OH) que podem ser oxidados.
Portanto, eles podem apresentar comportamento eletroquimico intermediario ao das
anilinas e fenois. 82

A substituicdo da hidroxila dos aminofendis por grupos tidis (-SH) gera a classe
de mondmeros denominados aminotiofendis. O LAFIP-NANOTEC j& estudou,
extensivamente, os filmes derivados de aminofendis e mais recentemente tem se
dedicado ao estudo de filmes poliméricos derivados de aminotiofendis e éteres alquil-
arilicos como os mondmeros de cidos hidroxifenilacéticos.®”-%

O interesse nestes mondmeros esta voltado principalmente para a aplicacdo em
sensores biologicos, uma vez que, quando eletropolimerizados, geralmente um dos
grupos funcionais € preservado, o que facilita a interacdo com o material biologico a ser

imobilizado sobre os eletrodos modificados com estes filmes poliméricos.%
101

1.3 — Biossensores

Os biossensores sdo dispositivos que utilizam reagdes bioldgicas entre enzimas,
anticorpos/antigenos, DNA, bactérias, tecidos, etc., para deteccdo de analitos (alvo).
Tais dispositivos combinam um componente bioldgico, normalmente, imobilizado em
transdutores capazes de converter 0s processos de biorreconhecimento em sinais
mensuraveis. As suas principais vantagens sdo a elevada sensibilidade, seletividade,
acessibilidade e uso in loco. Todavia, também apresentam desvantagens, como a pouca
estabilidade a longo prazo e problemas de transferéncia de elétrons.”® Mesmo assim
estes dispositivos tem se tornado importantes ferramentas analiticas nas areas de
alimentos, controle da qualidade da agua, saude, seguranca, e monitoramento
ambiental. 102103

Os biossensores podem ser de deteccdo direta, nos quais a interagdo bioldgica é
medida diretamente, fazendo uso de biomoléculas ndo-cataliticas, como receptores

celulares e anticorpos, ou de deteccdo indireta, também conhecidos como sensores

—



marcados, em que h& o uso de biomoléculas fluorescentemente marcadas ou elementos
cataliticos, como as enzimas. Os sistemas de deteccdo indireta tem uma maior —
estabilidade e sdo mais simples de usar, mas os sistemas de detecgéo direta tem melhor
sensibilidade, menor tempo de analise e custo mais baixo.103104

Uma outra classificagdo geral faz a distincdo entre 0s biossensores que podem
ser cataliticos ou de afinidade, este ultimo utiliza anticorpos, DNA, oligonucleotideos
ou peptideos, como moléculas de bioreconhecimento (bioafinidade), enquanto o

primeiro faz uso de enzimas (bioanaliticos).*%>10

Unidade

v~ Elementode Transdutor processadora

reconhecimento (B) de sinal (C)
(componente

biologico) (A)

Figura 8: Esquema ilustrativo de um biossensor.'%’

A Figura 8 mostra um esquema ilustrativo explicitando a configuracdo de um
biossensor, no que tange a organizacdo dos seus componentes funcionais.

A deteccdo do alvo é feita seletivamente por um componente biolégico que gera
um sinal (A), que é convertido por um transdutor (B) em um sinal mensuravel através

de um processador (C).

1.3.1 — Técnicas de imobilizacdo e transdutores

As técnicas de imobilizacdo determinam a estabilidade das biomoléculas nos
transdutores influenciando a sensibilidade e confiabilidade do sinal do biossensor. O
principal aspecto a ser observado é a retencdo maxima da atividade da biomolécula na
superficie do transdutor, sendo uma consequéncia direta da preservagao dos sitios ativos
destas biomoléculas. A adsorcdo fisica e a ligacdo covalente sdo as técnicas de
imobilizacdo de biomoléculas mais utilizadas, todavia outras estratégias como as de
ligagdo cruzada (cross-linking) e oclusdo (entrapment) também sdo freqientemente

utilizadas. A adsorcdo fisica possui a vantagem de simplicidade, j& que ndo exige




qualquer modificagdo quimica, requerendo apenas que uma solugdo contendo o
componente biologico seja colocada em contato com o transdutor, onde a interagdo —
entre a biomolécula e o transdutor é baseada na formacédo de forgas atrativas de Van der
Waals, ligagOes de hidrogénio e complexos de transicio de elétrons. 108111

O transdutor age entdo como uma interface, medindo a mudanca fisica ou
quimica que ocorre na reacdo do biorreceptor e alvo e transformando em um sinal
mensurdvel, como massa, carga elétrica, calor ou luz. Os mecanismos de transducao

mais usuais na construgdo de biossensores sdo apresentados na Tabela 2.196.11?

Tabela 2: Principais sistemas de transdugdo de sinal fisico-quimico.

Sistema de transducéo Medida
Eletroquimico Amperometria e Potenciometria
Elétrico Condutividade
Optico Luminescéncia e Fluorescéncia
Térmico Calorimetria
Piezelétrico Eletrogravimetria

1.3.2 — Classificacdo dos biossensores

O tipo de biomolécula imobilizada sobre o transdutor diferencia os biossensores
no que tange a sua aplicacdo. Sendo assim os biossensores podem ser classificados em
enzimaticos, quando o componente bioldgico é uma enzima; microbiolégicos, quando o
componente é representado por fungos, bactérias, organelas vegetais e animais dentre
outras; genossensores, quando as biomoléculas sdo oligonucleotideos, produtos de PCR
ou fragmentos de DNA, imunossensores, quando as biomoléculas sdo antigenos ou
anticorpos.

Nestes dois Ultimos, temos que 0s genossensores baseiam-se na imobilizacdo de
fragmentos de DNA ou oligonucleotideos. A simples fita (ssSDNA), ap0s interacdo com
alvo complementar regenera a dupla fita (ASDNA), num processo conhecido como
hibridizacdo. Este sinal pode ser detectado diretamente ou indiretamente por meio de
intercaladores como o brometo de etidio e azul de metileno, bem como pelo uso de

compostos a base de cobalto ou ruténio, visando reducio dos potenciais de oxidagdo.!**
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Por outro lado, os imunossensores baseiam-se no uso de um anticorpo que reage
especificamente com uma substancia (antigeno) a ser testada ou detectada. A —
imobilizacdo do receptor (i.e., antigeno) sobre um substrato é conveniente para
aplicacdes de reconhecimento biomolecular para deteccdo da molécula alvo (i.e,
anticorpo) presente na solucdo. A especificidade da interacdo antigeno-anticorpo
permite o desenvolvimento de imunossensores para diagnosticos clinicos,

monitoramento ambiental, dentre outros.1%®

1.4 — Biossensores aplicados ao diagndstico de doencas infectocontagiosas

Hé& aproximadamente quarenta anos os estudos de DNA foram facilitados devido
a descoberta das enzimas de restricdo que tem a capacidade de “picotar” a molécula de
DNA sempre em determinados pontos, levando a produgdo de fragmentos contendo
extremidades adesivas, que podem se ligar a outras pontas de moléculas de DNA que
tenham sido cortadas com a mesma enzima. Na Engenharia Genética, a obtencdo dos
fragmentos de DNA serve para criar, in vitro, novas moléculas, recortando e colando
varios pedacos de informagdes obtendo assim amplificagdo de uma sequéncia especifica
de DNA numa técnica hoje conhecida como Polymerase Chain Reaction (PCR). Com
essa técnica, fazer milhares de copias de um Unico DNA tornou-se relativamente
simples a partir de um primer®, de uma enzima DNA polimerase e do proprio DNA. A
determinacdo do motivo ou sequéncia (s) do DNA responsavel (is) pelas doencas tem
sido a ocupacdo de varios pesquisadores em todo mundo. Radstrom e colaboradores!®
usando a estratégia de PCR conseguiram detectar o DNA bacteriano em liquido
cefalorraquidiano através de um ensaio para a detec¢do simultdnea de Neisseria
meningitidis, Haemophilus influenzae e Streptococcus, causadores da meningite
bacteriana. Eles conseguiram desenhar primers especificos equivalentes a fragmentos de
DNA destas bactérias. Este grupo de pesquisa realizou ensaios de deteccdo usando estes
primers em 125 amostras de liquido cefalorraquidiano de pacientes com meningite
bacteriana, obtendo alta sensibilidade e especificidade.

Outra técnica de biologia molecular que pode ser empregada para produzir

moléculas sintéticas equivalentes a biomoléculas é o phage display. Com esta técnica é

b Os primers séo fitas de DNA, com mais ou menos 20 pares de bases nitrogenadas complementares ao

inicio da sequéncia de DNA que se quer multiplicar.




possivel selecionar e isolar vetores de clonagem gerados a partir de bibliotecas
gendmicas, juntamente com seu produto génico, normalmente um peptideo. Por meio da —
utilizacdo de fagos filamentosos infecciosos é possivel rastrear clones, devido a ligacdo

do peptideo de interesse, com o vetor de clonagem que o expressou, por exemplo,
proteinas de superficie de bactérias como a Anaplasma marginale.!*°

O peptideo ou proteina expressa na superficie do fago possibilita a selegdo de
sequéncia baseada na afinidade de ligacdo a uma molécula alvo por um processo de
selecdo in vitro denominado biopanning, realizado pela incubacdo da biblioteca de
peptideos expostos em fagos contra o alvo. A complementaridade é comprovada através
da imobilizacdo do alvo em um suporte sélido tais como, placas de ELISA em que 0s
fagos ndo ligantes ao alvo séo eliminados por lavagens sucessivas e 0s fagos especificos
permanecem ligados para proxima eluicdo. O conjunto de fagos especificos é
amplificado para os ciclos posteriores de sele¢do biologica, que envolvem a ligagéo,
eluicdo e amplificagdo, com isso ocorre 0 enriquecimento daqueles peptideos com
sequéncia especificas que reconhecem o alvo. Apos trés a cinco ciclos, os clones
individuais sédo caracterizados por sequenciamento de DNA, western blotting ou ELISA
em que a andlise por bioinformatica é capaz de evidenciar a sequéncia em comum entre
os peptideos ligantes revelando o motivo necessario para ligagdo.20-122

A Figura 9 ilustra a selecdo de proteinas ligantes a partir de uma biblioteca de
phage display. As bibliotecas de proteinas sdo apresentadas em particulas de fagos. Em
cada ciclo, os fagos reativos ao alvo séo selecionados, seguido pela lavagem e remocao
dos fagos néo ligantes. Os fagos remanescentes sdo entdo amplificados pela infeccdo em
bactérias E. coli e utilizados em outro ciclo de selecdo, para a maturacéo da afinidade de
ligacdo ao alvo especifico. O DNA de cada clone selecionado pode ser sequenciado e
revelar a sequéncia da proteina apresentada.

Uma das grandes vantagens apresentadas pela técnica de phage display pode ser
resumida na capacidade de mapeamento de epitopos de anticorpos que associada a
engenharia dos fagos oferecem novas oportunidades em varios setores na
bionanotecnologia, como na quimica aplicada a fabricacdo de materiais bioseletivos.

Com possiveis aplicacdes na construcdo de drogas, biossensores e nanoeletronicos.?*
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Figura 9: Esquema ilustrativo de selecio de proteinas por phage display.'?®
1.5 — Genossensores

Os genossensores, conforme ja definidos no item 1.3.2, sdo comumente
conhecidos como biossensores de DNA. Estes dispositivos, altamente seletivos,
resultam das propriedades especificas de interacdo com as bases nitrogenadas, presentes

na molécula de DNA.*?
1.5.1 — Estrutura e propriedades da molécula de DNA

O acido desoxirribonucleico (DNA) é encontrado no nucleo celular, sendo um
biopolimero que contém as instrucGes genéticas que coordenam o desenvolvimento e
funcionamento de todas as células dos seres vivos e de alguns virus.

Do ponto de vista quimico, 0o DNA é uma macromolécula, formada por unidades
de nucleotideos que por sua vez € composto de aglcar (desoxirribose) ligado por uma
extremidade a um grupo fosfato e pela outra a uma base nitrogenada, ou seja, € uma

cadeia polimérica constituida por moléculas de agucar e fosfato intercalados unidas por

Y



ligacbes fosfodiéster. Nas moléculas de aglcar sempre encontramos ligado
covalentemente uma das quatro bases nitrogenadas conforme demonstrado na Figura (~J]
10 128, 129
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Figura 10: Ligacdo fosfodiéster entre nucleotideos.

Na Figura 10, A, C, G e T, sdo as bases nitrogenadas, Adenina, Guanina,
Citosina, e Timina, respectivamente, estas podem ser bases puricas, cujas estruturas
contem dois anéis e as pirimidicas, cujas estruturas contem um unico anel. As quatro
bases existentes no DNA sdo mostradas na Figura 11, sendo que a uracila esta presente
somente na estrutura do RNA.

O grupo fosfato e a pentose sdo ligados entre si através de uma ligacéo
fosfoéster, envolvendo a hidroxila ligada ao carbono-5 da pentose. A ligacdo entre a
base nitrogenada e a pentose, ocorre através de uma ligacdo N-glicosidica na hidroxila
ligada ao carbono-1 da pentose. A orientacdo das ligacOes entre as trés moléculas nos
nucleotideos é essencial para se determinar o sentido da dupla fita de DNA, conforme
observado na Figura 12.128:12

O crescimento da cadeia de DNA, através dos nucleotideos, ocorre entre 0s
grupos hidroxila do carbono-3 da pentose de um nucleotideo se ligando ao grupo fosfato
que por sua vez esta ligado a hidroxila do carbono-5 da pentose de outro nucleotideo,
formando assim as ligacGes fosfodiéster ilustradas na Figura 10.

Nesta formacéo, a cadeia de DNA fica com uma direcdo bem definida, ou seja,
em uma extremidade temos livre a hidroxila do carbono-5 da primeira pentose e na
outra temos livre a hidroxila do carbono-3 da Ultima pentose, determinando o

crescimento do DNA na diregdo de 5' para 3' indicado na Figura 12.13°
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Figura 11: Bases nitrogenadas presentes na estrutura do DNA.

Figura 12: Ligacéo fosfodiéster entre dois nucleotideos e o respectivo crescimento da cadeia de
DNA.

A Figura 13 ilustra a estruturas 3D de um DNA onde observamos duas cadeias
helicoidais de nucleotideos, enroladas ao longo de um eixo, formando uma dupla hélice
de sentido rotacional a direita (Figura 12B), sendo que nesta dupla hélice as duas fitas
de DNA estédo em diregcOes antiparalelas, ou seja, uma das fitas tem a diregdo exata da

sua sintese (5'---3") enquanto que a outra esta invertida (3'----5") (Figura 12 C).1%
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Figura 13: Modelo de estrutura 3D de DNA no plano e retorcida proposto por Watson, Crick e
Wilkins®.

Esta estrutura de dupla hélice do DNA divide-o quanto a hidrofobicidade em
duas regides distintas, sendo uma delas a parte externa hidrofilica, formada pelos grupos
fosfatos e acUcar (Figura 13A, regides vermelha, verde, azul e marrom) e a outra a parte
interna e hidrofébica formada pelas bases nitrogenadas. Dessa forma obtém-se uma
relacdo espacial entre as duas fitas de maneira que se forma um sulco principal e um
sulco secundario (Figura 13). O pareamento das bases de cada fita se da de maneira
padronizada, sempre uma purina com uma pirimidina, especificamente a adenina com
timina e citosina com guanina, através de ligacdes de hidrogénio o que promove uma
estabilidade da dupla fita juntamente com as interacGes hidrofébicas que forcam as
bases nitrogenadas a ficarem na regido interior do DNA.

A Figura 14 mostra as duas ligacdes de hidrogénio entre a adenina e a timina e

as trés ligacdes de hidrogénio entre a guanina e a citosina.

¢ James Watson, Francis Crick e Maurice Wilkins sdo os autores do "modelo de dupla hélice" para a
estrutura da molécula de DNA. O trabalho publicado em 1953 na revista Nature valeu-lhes o Nobel de
Fisiologia/Medicina de 1962.
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Figura 14: Formacao das ligacGes de hidrogénio entre as bases nitrogenadas.

A estrutura 3D do DNA explica as propriedades fisicas e quimicas peculiares do
DNA, como sua elevada viscosidade em pH neutro, de maneira que a pH extremos (~
10) ou a elevadas temperaturas (~ 100 °C) temos a sua desnaturacdo, que ndo destrdi as
ligacGes covalentes, mas apenas as ligacfes de hidrogénio, preservando integralmente
assim a simples fita. O retorno do pH neutro e o abaixamento de temperatura provocam
espontaneamente a hibridizacdo das duplas fitas em duas etapas, sendo a primeira etapa
lenta devido ao encontro casual das fitas complementares, formando um curto segmento
de dupla hélice e a segunda etapa rapida devido a formacdo novamente das ligacdes de
hidrogénio entre as bases nitrogenadas regenerando a sua conformacéo tridimensional

original. 2812

1.5.2 - Principio de funcionamento dos genossensores

Nos genossensores sdo utilizados elementos de reconhecimento (sondas) para
sensoriamento do processo de formacdo DNA-DNA, DNA-RNA e a interacdo entre
proteinas ou moléculas reagentes ao DNA na superficie do sensor. A imobilizacédo
destas sondas ¢ uma etapa importante na preparacdo dos genossensores, que garante o
bom desempenho e funcionamento do sensor utilizado. Em sensores de DNA as
sequéncia especificas de oligonucleotideos® ou até mesmo fragmentos de DNA podem
ser imobilizados por adsorcéo fisica, complexos envolvendo biotina-avidina, ligacdes

covalentes e ainda imobilizacdo sobre a superficie de eletrodos compdsitos.*3!

d Oligonucleotideo é um fragmento curto de uma cadeia simples de acido nucléico (DNA ou RNA),

tipicamente com 20 ou menos bases nitrogenadas.




Muitas técnicas de deteccdo estdo sendo aplicadas nos genossensores, cujo sinal
normalmente é obtido pela transducéo eletroquimica, Optica e piezelétrica.t3!132

A deteccdo eletroquimica apresenta muitas vantagens sobre 0s demais sistemas
devido a ampla diversidade de modificacbes possiveis para 0s transdutores com
procedimentos quimicos ou eletroquimicos, sendo este Gltimo considerado melhor para
reconhecimento dos alvos no sensoriamento dos eventos de hibridizagdo. 32131

A hibridizacdo normalmente pode ser detectada eletroquimicamente de maneira
indireta através dos intercaladores de DNA ou por espécies eletroativas que tem a
capacidade de interagir com as bases guanina das sequéncias de DNA, como por
exemplo, o brometo de etidio (BE). Deste modo, a Figura 15 mostra um esquema

ilustrativo de deteccdo de DNA envolvendo este tipo de composto.
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Figura 15: Esquema ilustrativo para as etapas de obtencdo de um genossensor eletroquimico,
onde: (A) etapa de hibridizac&o, (B) etapa de intercalagdo do composto eletroativo ao hibrido

formado e (C) etapa de detecgdo eletroquimica.

Quando a sonda entra em contato com o alvo complementar por certo periodo
(tempo de incubacdo), ocorre a formacdo do hibrido (Figura 15A). Apds etapas de
lavagem, para remocdo de interacdes ndo-especificas, o sensor € colocado em contato
com o agente intercalador, que se liga preferencialmente a dupla hélice (Figura 15B),

com consequente acumulo do mesmo na superficie  hibrida 113133
139
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Devido as propriedades eletroativas destes compostos, 0s eventos de
hibridizacdo podem ser detectados indiretamente (Figura 15C) pelo efeito da (]
intercalacao.

A deteccdo de sequéncias de bases especificas de humanos, virus, bactérias e
acidos nucléicos, esta se tornando cada vez mais importante no diagnostico de

doencas.140-144

1.5.3 - Deteccéo da hibridizagdo com brometo de etidio

O brometo de etidio [(brometo de 3,8-diamino-5-etil-6-fenilfenantridinio)] que
sem davida € um dos melhores agentes conhecido para intercalar ao DNA, foi

primeiramente sintetizado em 1952 por Watkins e Woolfe.'#°

Figura 16: Estrutura molecular do brometo de etidio.

A estrutura do brometo de etidio (BE) é mostrada na Figura 16, onde se observa
na sua molécula uma estrutura aromatica triciclica com grupos amino-benzénicos nas
extremidades da molécula piridinica, constituindo uma dibenzopiridinica, largamente
conhecida com o nome de fenantridina. O BE é um solido vermelho escuro, cuja
estrutura apresenta um sistema © conjugado de elétrons capazes de absorver radiagdo e
emitir na forma de luminosidade, ou seja, 0 BE tem propriedades fluorescentes.4®

A sugestdo mais aceita na literatura explicita que a intercalacdo do BE ao DNA
ocorre através do empilhamento dos grupos aromaticos planares entre 0s espacos vazios

dos pares de bases (Figura 17A).
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Figura 17: (A) Brometo de etidio intercalado entre dois pares de bases nitrogenadas e (B)
Distorges estruturais induzidas pela intercalagéo. Esquerda: DNA néo-intercalado. Direita:

DNA intercalado em trés regiGes (areas vermelhas).

Para que um intercalador encaixe entre os pares de bases, as bases tem de se
separar, distorcendo as cadeias de DNA ou desenrolando a cadeia dupla (Figura 17B). O
efeito de intercalacdo inibe tanto a transcricdo como a replicacdo do DNA, causando
toxicidade e mutacdes, devido a isto que a maioria dos intercaladores de DNA s&o
muitas vezes carcinogénicos.™®

A ligacdo do BE ao DNA tem sido estudada e explorada na confeccao de varios
genossenores usando diferentes substratos que vao desde eletrodos de grafite, carbono

vitreo, nanotubos, etc,113:147-149

1.5.4 - VVoltametria

A voltametria € uma técnica eletroquimica onde as informacdes qualitativas e
quantitativas de uma espécie quimica sdo obtidas a partir do registro de curvas corrente-
potencial, feitas durante a eletrlise dessa espécie em uma célula eletroquimica
constituida de pelo menos dois eletrodos, sendo um deles o eletrodo de trabalho e o
outro um eletrodo de referéncia. O potencial é aplicado entre os dois eletrodos em forma
de varredura, isto é, variando-o a uma velocidade constante em funcdo do tempo. O
potencial e a corrente resultante sdo registrados simultaneamente. A curva corrente vs.

potencial obtida é chamada de voltamograma. >
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1.5.4.1 - Voltametria ciclica

A voltametria ciclica (VC) é uma das técnicas eletroquimicas mais empregadas
na caracterizacdo de um processo eletrédico, nela registra-se a resposta da corrente de
um eletrodo estacionario e pequeno em uma solucdo sem agitacdo quando este é
excitado por uma onda triangular de potencial. O potencial varia linearmente em um
sentido até um dado valor, entdo, o sentido da varredura € invertido e o potencial volta
ao valor inicial aplicado, como mostra a Figura 18A.1°

Os potenciais nos quais ocorre a reversdo sdo chamados potenciais de invers&o.
O intervalo de varredura escolhido para um dado experimento é aquele no qual ocorre o
pico de oxidacdo ou de reducdo da espécie quimica analisada. O sentido da varredura
inicial pode ser tanto negativa como positiva, dependendo da composicdo da amostra.**
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Figura 18: (A) Sinal de excitacdo para a voltametria ciclica e (B) Voltamograma ciclico para

um processo redox reversivel.*>

Dependendo da informacéo requerida, pode ser utilizado um ciclo Unico, por
exemplo, para descobrir o potencial de oxidacdo de determinada espécie ou multiplos
ciclos, por exemplo, para promover o crescimento dos filmes poliméricos através de
eletropolimerizacdo conforme indicado no item 1.1.1. Durante a varredura de potencial,
0 potenciostato mede a corrente resultante do potencial aplicado. O voltamograma
relaciona a corrente e o potencial, como mostra a Figura 18B. Na pratica utilizam-se
velocidades de varredura que variam desde 10 mVs™ até 10 kVs?, sendo que a maioria

dos trabalhos estdo entre 20 e 200 mV/s1,1%0
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1.5.4.2- Voltametria de pulso diferencial

Uma melhoria instrumental consideravel na discriminacdo entre a corrente
faradaica, originada pela oxidacdo e reducdo das espécies contidas na solucdo e a
corrente capacitiva, originada na formacdo da dupla camada elétrica na interface
eletrodo/solucdo, viria a ser conquistada com o desenvolvimento das técnicas de pulso,
principalmente a de pulso diferencial. Neste caso a instrumentacéo foi desenvolvida de
tal modo que as medidas de corrente e aplicacdes de potencial e pulsos de potencial
sejam realizadas em intervalos de tempo muito pequenos. Esta modalidade de medigéo
voltamétrica foi introduzida por Barker e Jenkin em 1952.1*! O objetivo principal foi
diminuir o limite de deteccdo das medidas voltamétricas pelo substancial aumento da
discriminacdo entre a corrente faradaica e ndo faradaica, permitindo uma quantificacao
em niveis abaixo de 108 mol.L . A Figura 19 mostra o esquema que explica porque a
voltametria de pulso diferencial (VPD) possibilitou fazer medidas de correntes e

aplicacOes de potencial e pulso de potencial em intervalos de tempo pequenos.>
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Figura 19: (A) Representacdo esquematica da aplicacdo do potencial em funcéo do tempo (t)

em VPD em: (A) em instrumentos analégicos, (B) em instrumentos digitais.**

Na VPD a programacéo de potencial é feita aplicando-se um pulso de potencial
superposto em uma rampa de potencial linearmente crescente e cada etapa de aplicacéo
de pulso é definida pelo incremento de potencial utilizado. O pulso aplicado é de
pequena amplitude, normalmente de 10 a 100 mV e é imposto durante 50 a 60 ms. A
corrente é amostrada em dois intervalos de tempo de cerca de 15 ms cada um, sendo o

primeiro intervalo imediatamente antes da aplica¢éo do pulso (S1) e o segundo préximo
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ao final do tempo de vida do pulso (S2). O valor final da corrente é a diferenca entre

esses dois valores medidos.*®° ]
1.5.4.3- Voltametria de onda quadrada

A voltametria de pulso diferencial é a técnica mais usada presentemente para
fins analiticos, devido as vantagens apresentadas em relagdo a detectabilidade e a
resolucdo frente as técnicas de corrente continua. Mas, ao lado dela, uma técnica muito
conveniente do ponto de vista analitico que tem sido incorporada em diversos
instrumentos comerciais € a voltametria de onda quadrada (VOQ). A programacdo de
potencial usada na VOQ pode ser vista na Figura 20. Uma onda quadrada simétrica
(Figura 20A(2)) é superposta sobre uma rampa de potencial em forma de degraus
(Figura 20A(1)) de tal forma que o pulso direto da onda quadrada coincida com o inicio
do degrau da rampa (Figura 20A(3)). O pulso reverso da onda quadrada por sua vez
coincide com a metade da etapa da rampa em degraus. Os parametros tempo e potencial
aplicado sdo mostrados na Figura 20B, onde 1 é o tempo de um ciclo de onda quadrada
e também de um ciclo da rampa em degraus. A freqiiéncia da onda quadrada em Hz é
1/t. Esw € a amplitude do pulso de onda quadrada em mV, onde 2Esw é a amplitude do

pico direto ao pico reverso.°
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Figura 20: Seqiiéncia potencial vs. tempo (E vs. t) usada em VOQ.*°




A sua principal vantagem da VOQ em relagdo a VPD diz respeito a elevada
velocidade de varredura de potencial. Ainda é importante ressaltar que através da VOQ (7
pode-se estudar os mecanismos de oxidacdo, reducdo e processos adsortivos ainda que

0S mesmos sejam totalmente irreversiveis.*>°
1.5.5- Genossensor para meningite

A meningite é uma infeccéo do fluido cefalorraquidiano que envolve o encéfalo
e a medula espinal, érgdo superior e inferior, respectivamente, do sistema nervoso
central (SNC) que é recoberto por um conjunto de membranas denominadas meninges,
que por sua vez atuam como uma barreira fisica contra os agentes infecciosos (Figura
21A).

Os sintomas mais comuns da meningite sdo dor de cabeca, rigidez no pescoco,
febre, confusdo mental, alteragcdes do nivel de consciéncia, vomitos, anorexia, erupcéo
cutanea, fotofobia, fonofobia, irritabilidade, sonoléncia, etc. Sendo que todas estas
alteracdes podem ser precedidas por sintomas de gripe e dor de garganta.>?

A meningite geralmente é causada por agentes infecciosos, como virus, bactérias
e fungos e contaminando tanto adultos como criangas.>314

A meningite viral, conhecida clinicamente como meningite asséptica, pode ser
causada por varios tipos de virus que entram no SNC, através de mecanismos
diversos.® Seus agentes mais comuns sdo os HSV (herpes simplex virus) tipo 1 e 2,
virus Varicella-Zoster e enterovirus, principalmente os da familia Picornaviridae. Estes
altimos constituem um grupo complexo, com cerca de 70 sorotipos, incluindo os
coxsackievirus A e B, echo virus, poliovirus e enterovirus tipos 68-73.

As infecgbes por enterovirus respondem por cerca de 80% dos casos de
meningite viral. S6 nos EUA sdo 75.000 casos a cada ano, sendo os Echo virus (31
sorotipos) a espécie mais prevalente. As infeccdes por enterovirus sdo mais comuns
durante o verdo e o outono, sendo que a propagacao ¢ predominantemente através da via
oral-fecal, cuja contaminacdo ocorre principalmente em creches infantis. H& algumas
evidéncias que criancas com menos de 1 ano de idade que tiveram meningite viral,

apresentaram deficiéncias a longo prazo no desenvolvimento neuroldgico.t°1%




A)

Fluido cefalorraquidiano \ Osso

Dura-méter
Aracndide
Pia-méter

Figura 21: (A) Esquema ilustrativo das meninges e (B) Meninges infectadas com Haemophilus
influenzae®. Vista inferior de um cérebro (Imagem do Centro para Controle e Prevengdo de
Doengas, Atlanta, EUA).

A meningite fungica é uma forma rara e ndo contagiosa, causada principalmente
pelos fungos Cryptococcus neoformans e Coccidioides immitis, encontrados tipicamente
em pacientes imunossuprimidos, como nos casos de portadores cancer ou de AIDS. O
género Cryptococcus provoca a criptococose, uma infeccdo que tem mostrado um
aumento drastico da epidemia de AIDS, com 80% dos casos ocorrendo em pacientes
infectados pelo HIV.1%8

Tanto a meningite viral quanto a fungica sdo formas menos agressivas desta

doenca, com baixas taxas de mortalidade e resolugdo esponténea, sem necessidade de

®Haemophilus influenzae é uma bactéria gram-negativa. Mais de 50 % dos casos do soro tipo b desta
bactéria sdo responsaveis por meningite nos EUA e outros paises industrializados, sendo que 3% a 6%

dos casos sdo fatais e pelo menos 20% dos pacientes que sobrevivem, tém perda de audi¢do permanente.
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tratamentos especificos, na maioria dos casos. Antivirais e antifingicos, aciclovir,
ganciclovir, vanciclovir, pleconaril e anfotericina B, fluconazol, intraconazol, 7
respectivamente, podem ser administrados eventualmente.

A meningite bacteriana é a infeccdo mais grave e agressiva desta doenga, com
altas taxas de mortalidade e morbidade, rapida evolugdo e tratamento baseado em
antibidticos. A inflamacdo das membranas (Figura 21B) ocasiona o acumulo de pus que
ndo tem por onde escapar e a formacdo de abscessos sdo inevitaveis e geralmente
afetam partes nobres do cérebro ou alguns nervos causando lesGes neuroldgicas
irreversiveis, como surdez, alteracbes de percepcdao e movimento, etc. Mesmo com 0s
avancos das técnicas de tratamento, a taxa de mortalidade nos paises em
desenvolvimento chega a 30%. De fato € um caso de saude publica, pois os riscos de
sequelas e fatalidade s&o proporcionais ao tempo necessario para diagnosticar e instituir
o tratamento, o que continua sendo um grande desafio para os médicos de
emergéncia.t®

A meningite comumente é causada pelas bactérias Streptococcus pneumoniae,
Haemophilus influenzae, Neisseria meningitidis, Listeria monocytogenes e
Streptococcus do grupo B.*6°

Para reduzir a mortalidade e a morbidade da meningite bacteriana € necessario
que o tratamento administrado, através de antibidtico, seja realizado com doses elevadas
e infusdo continua de penicilina para Streptococcus pneumoniae, Neisseria meningitidis
e Haemophilus influenzae. Todavia um tratamento presuntivo exige o uso de
ceftriaxona ou dexametasona, sendo que este Ultimo medicamento ndo é muito indicado,
sendo diretamente responsavel pelo agravamento na lesdo neuronal. Nos casos de
meningite causados pela Listeria monocytogenes a administracdo simultanea de
aminopenicilina e aminoglicosideos é indicada. Para pacientes com alergias a penicilina
ou outras contra-indicacdes, medicacGes baseadas em associagdes mais ou mMenos
complexas a base de vancomicina, fosfomicina, fluoroquinolona e linezolida sdo
aconselhaveis. 161163

Com a inclusdo da vacina contra o Streptococcus pneumoniae e Haemophilus
influenzae no calendario vacinal de varios paises, a ocorréncia de meningite por essas
duas bactérias vem caindo drasticamente, principalmente entre as criancas. Atualmente,
a Neisseria meningitidis, também conhecida como meningococo, € a principal causa de
meningite bacteriana em criangcas e adultos. Esta bactéria possui 13 sorogrupos

diferentes, sendo que 8 destes sorogrupos sdo responsaveis por quase todas as epidemias




de meningite meningocdcica: A, B, C, X, Y, Z, W 135 e L, sendo B e C 0s mais
comuns. Atualmente, existe vacina individual apenas contra o meningococo C e uma ()
vacina conjugada que atua contra os meningococos A, C, Y e W135. Ainda ndo h&
vacina contra o meningococo B, com disponibilidade mundialmente. Esta vacina,
atualmente, s6 encontra-se disponivel em larga escala em Cuba, pais que a desenvolveu.

O diagnéstico diferencial pode prevenir 0 uso desnecessario de antibidticos e
internacdo prolongada dos pacientes com formas benignas da doenca. Além disso, o uso
de antiinflamatdrios, preconizados em algumas formas de meningite bacteriana, pode
agravar as formas virais. Este diagndstico é realizado baseando-se em parametros
soroldgicos e bioquimicos, citoquimicos e microbioldgicos do liquido cefalorraquidiano
(LCR). Os testes microbioldgicos do LCR e sangue sdo usados para a confirmacdo de
meningite, isolando e identificando os patdgenos em torno de 24 a 48 horas, sendo
ainda considerado pouco sensivel e sujeito a interferéncia por terapia antimicrobiana
prévia. Métodos para a deteccdo em tempo real desta doenca sdo necessarios ja que,
estudos mostraram uma relagéo direta entre o tempo de chegada do paciente ao hospital
e a administracdo de antibidticos com a mortalidade. Segundo os estudos de Bryan e
colaboradores®™® a duragdo média entre a chegada no departamento de emergéncia e a
administracao de antibioticos apropriados foi de 2,1 horas para a pediatria comparado a
4,9 horas para os casos de adultos que culminaram em mortalidades de 5% e 43%,
respectivamente, para os 135 casos estudados em um hospital municipal de ensino.

Alguns grupos de pesquisa em todo o mundo estdo preocupados em desenvolver
novas metodologias de diagnosticos para esta doenca que, segundo estimativas, mata
em torno de 200 mil pessoas em média por ano.

A diferenciacdo entre meningite bacteriana e viral pode ser realizada através de
um método de analise elementar dos resultados de exame do LCR, por pontuacdo
denominado Meningitest, em que submete milhares de simulaces, por método de
Monte Carlo, demonstrando alta performance.®*

A meningite necessita de um diagnostico rapido, sensivel e especifico que pode
ser obtido através de biossensores. Reddy, S. B. e colaboradores'®® desenvolveram um
imunossensor para detectar anticorpos, piezoeletricamente, contra a membrana celular
do Neisseria meningitidis imobilizada em filme de fluoreto de polivinilideno.

Patel, M. K. e colaboradores®®®’ produziram um genossensor capaz de detectar
eletroquimicamente DNA complementar e DNA gendmico de Neisseria meningitidis,

usando mediador azul de metileno em eletrodos de ouro.




1.6 — Imunossensores

Conforme ja definidos no item 1.3.2, biossensores baseados na reacdo
imunolégica de um antigeno (Ag) com o anticorpo (Ac) sdo denominados
imunossensores, de fato sdo capazes de monitorar o complexo formando entre antigeno-

anticorpo. 168170

1.6.1 — Estrutura e propriedades dos antigenos e anticorpos

Os antigenos sdo componentes capazes de iniciar uma resposta imune no
organismo, induzindo a producdo de células T reativas e imunoglobulinas
especificas. Em geral, os antigenos sdo componentes bioldgicos (virus, bactérias,
protozoarios, etc) que por sua vez sdo compostos por proteinas, polissacarideos e
lipideos. Estas macromoléculas podem apresentar regides mais expostas que séo
capazes de estimular a producdo de imunoglobulinas.!’

Através de ligacdes ndo-covalentes, como ligacdes de hidrogénio e ligacdes
idnicas, assim como interacdes de Van der Walls e hidrofébicas os anticorpos ou
imunoglobulinas produzidos tem elevada complementaridade com os antigenos
correspondentes e vice-versa (Figura 22A).

A Figura 21B mostra que 0s anticorpos sdo glicoproteinas constituidas de quatro
cadeias polipeptidicas, sendo duas cadeias leves (curtas) e duas cadeias pesadas
(longas), unidas entre si por ligacdes dissulfeto. Funcionalmente o anticorpo ainda pode
ser dividido em duas regides, sendo que a parte Fab (regido superior da Figura 22B),
apresenta uma composicao variavel que é responsavel pelo estabelecimento de ligacbes
ndo-covalentes com 0s antigenos (epitopo). Esta porcdo da molécula esta localizada na
regidao aminoterminal do anticorpo. A parte Fc, que se apresenta mais conservada em
sequéncia de aminoacidos, esta localizada na regido carboxi-terminal (regido inferior da
Figura 21B), sendo responsavel pelas funcGes efetoras dos anticorpos, como por
exemplo, a de ligacdo com receptores em células fagociticas e fixacdo do

complemento.t
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Figura 22: Esquema simplificado para as interac6es (A) covalentes entre antigeno e anticorpo e

(B) sistema de seletividade do anticorpo.

O complexo formando entre antigeno-anticorpo é representado na Equacédo 1.
Essa interacdo é caracterizada pela constante de afinidade, K, definida pelas
concentracdes do complexo (AgAc), do antigeno livre (Ag) e dos sitios livres dos

anticorpos (Ac) no equilibrio, de acordo com a Equacao 2.

Equacéo 1:
Ac+ Ag 5 AgAc
Equacéo 2:
_ [AgAd]
[Ac][Ag]

Os valores das constantes de afinidade entre 10* e 10*? mol*.L mostram a grande
estabilidade energética do complexo formado entre antigeno-anticorpo resultando, numa
alta sensibilidade em imunossensores. Duas grandes classes no desenvolvimento destes
dispositivos se destacam, em primeiro, 0s chamados imunossensores amperométricos,
nos quais enzimas sao empregadas como marcadores, € em segundo, 0S imunossensores
impedimétricos, no qual sdo realizadas medidas diretas das propriedades elétricas da
superficie monitorada. Ha uma extensa literatura no campo dos imunossensores

impedimétricos.t”
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1.6.2— Imunossensores impedimétricos

A transducdo do sinal bioldégico nos imunossensores impedimétricos pode ser
realizada através de medidas de espectroscopia de impedéancia eletroquimica (EIE).

A EIE é uma das técnicas mais poderosas e sensiveis para investigacdo das
propriedades elétricas da superficie de eletrodos modificados. 7417

A aplicagdo de um potencial de oscilacdo em diferentes frequéncias sobre um
potencial d.c., num sistema eletroquimico, fornece informacdes de corrente e de sua
fase, através da EIE. Esta técnica ndo-destrutiva’ pode ser usada para estudar as
propriedades elétricas da interface do dispositivo sensitivo e investigar as reacfes que
ocorrem nele. As principais vantagens da EIE diz respeito a ndo necessidade do uso de
reagentes especiais, sendo receptiva para operacdo label free, assim como sua natureza
ndo-invasiva, comparado com o0s métodos voltamétricos. Todavia, a principal
desvantagem estd em determinar o significado fisico da resposta no dominio das
frequéncias escolhidas frente ao sistema investigado."®-188

Nos imunossensores, resultados de EIE podem confirmar se o anticorpo ou
antigeno de reconhecimento foram imobilizados eficientemente na superficie do
transdutor. Atualmente, muitos grupos de pesquisa ja demonstraram as potencialidades

do uso desta técnica para sensoriamento de imunorreagdes diretas.*8®

1.6.2.1 — Aspectos teoricos da espectroscopia de impedancia eletroquimica

Caracterizacdo de coberturas, pilhas, células combustivel, fendmenos de
corrosdo, eletrocatalise heterogénea dentre outras estdo sendo investigadas pela EIE que
de fato tem se tornado uma das principais técnicas aplicadas na area de caracterizacao
de materiais. Ainda temos observado que a EIE tem sido exaustivamente utilizada no
estudo de mecanismos de eletrodeposicdo, eletrodissolucdo, passividade, corrosao,
difusdo de ions através de membranas, estudos de interface de semi-condutores e
biossensores.

A EIE fornece informacbes importantes relacionadas com as caracteristicas

eletroquimicas de um sistema, como capacitancia da dupla camada (Cai), resisténcia de

f Isto depende do potencial de circuito aberto Eocp.

o
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transferéncia de carga (Rct), impedancia de difusdo (Zw) e resisténcia da solugédo (Rs).
Ainda consiste num método muito eficiente para avaliar a velocidade de transferéncia )
eletrdnica no eletrodo quando submerso numa solugdo contendo espécies redox.

EIE ¢ um método AC que descreve a resposta de uma interface eletroquimica a
um sinal de voltagem senoidal de baixa amplitude em funcdo da frequéncia. A onda
senodide de corrente resultante difere no tempo, provocando um deslocamento de fase
em relacdo a onda de perturbacdo, constituida pela aplicacdo da voltagem de maneira
que a razdo V(t)/I(t) é definida entdo como a impedéancia (Z), contando para a oposicao
combinada de todos os componentes dentro da célula eletroquimica (resistores,
capacitores, indutores) para o fluxo de elétrons e ions. 83187

A EIE tem como base a aplicagdo de um potencial ou corrente alternada, sendo
uma delas a variavel controlada, medindo-se a intensidade e diferenca de fase da outra
variavel. Nos estudos discutidos neste trabalho utilizou-se a impedancia eletroquimica
em potencial constante, onde a perturbacdo do sistema é feita mediante a aplicacdo de
um potencial continuo (potencial central aplicado) sobre a qual é imposta uma variagao
senoidal de potencial com pequena amplitude (Figura 23). Este método de aplicacéo de
potencial possibilita que o sistema seja perturbado empregando poucos milivolts, de
forma a tornar possivel a investigacdo de fenémenos eletroquimicos proximos ao estado
de equilibrio, onde temos E = Eocp. Além disto, é possivel perturbar o sistema usando
diferentes valores de frequéncia, pois a onda de potencial é senoidal. Na EIE surge uma
corrente de natureza senoidal como resultado da aplicagdo de um potencial senoidal ao
sistema. Mediante um monitoramento das relagbes entre o potencial aplicado e a
corrente, sdo obtidas a impedancia do sistema e o angulo de fase, que expressa a
defasagem da corrente em relacdo ao potencial aplicado.

As medidas sdo realizadas variando-se os valores de altas frequéncias para
baixas frequéncias. Desta forma, diferentes processos fisicos e quimicos podem ser
separados em funcdo das suas discrepancias de constantes de tempo., denominados
tempos de relaxacao.

A corrente e o potencial sdo amostrados e analisados para se obter a impedancia
imaginaria e a real. Os resultados de impedancia podem ser apresentados em diversas
formas.

Neste trabalho sdo apresentamos os resultados nas formas de diagrama de
Nyquist e Bode, respectivamente. O primeiro apresenta graficamente Z”, que diz

respeito a0 componente imaginario da impedancia, vs Z’ que esta relacionado ao




componente real da impedancia, ja o segundo temos ¢ que € o angulo de fase e log |Z]
vs log o (o - frequéncia), sendo ambos diagramas as duas formas mais comuns,

complementares e imprescindiveis para a interpretacdo de dados.'’

Amplitude
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Figura 23: Diagrama do potencial aplicado em funcéo do tempo para realizagdo das medidas de

espectroscopia de impedancia eletroquimica a potencial constante.

Um imunossensor de impedancia pode ser classificado em faradaico ou
impedimétrico faradaico. Neste sistema a resposta mensurada se deve a superficie do
eletrodo, a qual esta parcialmente ou completamente coberta por uma camada néo-
isolante, ou parcialmente coberto por uma camada isolante é capaz de catalisar uma
sonda redox, a qual existe na solucdo de medida. O parametro de medida comumente
utilizado é a resisténcia a transferéncia de carga e, para as interacdes Ac-Ag, € esperado
aumento no seu valor, uma vez que a reacdo faradaica se torna impedida com o tempo.
De modo geral, imunossensores impedimétricos faradaicos exibem uma alta
sensitividade a interacdes entre Ac-Ag, todavia as espécies redox podem ter um efeito
na estabilidade e na atividade do eletrodo.!’®

Um capacitor é formado entre o eletrodo condutor e o eletrélito. A impedancia

absoluta é relacionada a frequéncia pela Equacéo 3:

Equacéo 3:

2rfC

onde f é a frequéncia (em Hz) na qual Z” ¢ medida.
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O espectro de impedancia apresenta um semicirculo na regido de altas
frequéncias, correspondendo ao processo limitante de transferéncia eletronica e uma
reta linear na regido de baixas frequéncias resultando da etapa limitante de difusdo do
processo eletroquimico. O didmetro do semicirculo exibe exatamente a magnitude da
resisténcia a transferéncia de carga (Rct) da camada a qual mostra seu comportamento
isolante para o par redox. Assim, o diametro pode ser usado para descrever as
propriedades de interface do eletrodo e seu valor crescente caracteriza normalmente as
imobilizacBes sucessivas em cada etapa.'’

A capacitancia da dupla camada elétrica (Cal) € outro pardmetro, disponivel para
analise de sinal em imunossensores impedimétricos, em que normalmente verifica-se
um decréscimo neste parametro em funcdo do aumento da distancia entre as “placas de
capacitor” provocado pela ligacdo do analito ao seu receptor especifico. Em um
imunossensor, portanto a Cq € determinada pela capacitancia do anticorpo imobilizado
(Cac). Quando o antigeno se liga, uma camada hidrofobica ¢ formada no contato com o

anticorpo, com a capacitiancia Cag € Cqi diminuindo, de acordo com a Equagio 4.183187

Equacéo 4:

Para ajustar o espectro medido com o espectro de impedancia fora dos elementos
ideais, os elementos ideais foram trocados por elementos de fase constantes (EFC),

conforme Equacao 5.

Equacéo 5:

Zcre= Ko™

O expoente de frequéncia é a« = 1 e K=1/C para uma capacitancia ideal; a =0 e
K=R para uma resisténcia ideal e se « = % o resultado é a impedancia de Warburg, a
qual estd associada ao processo de difusdo semi-infinita, cujo angulo de inclinacdo é
45°.0 expoente o pode ser obtido quando a capacitancia da membrana ou camada de
capaciténcia for trocada pelo elemento de fase constante. Os desvios do expoente a dos

valores ideais sdo atribuidos a falta de homogeneidades da camada analisada, como por




exemplo defeitos e rugosidade. Conforme j& descrito, os resultados de impedancia sdo
normalmente ajustados a circuitos equivalentes de resistores e capacitores acoplados em <
série, paralelo ou misto. O circuito mais simples e comumente utilizado para um sistema
redox com transporte difusional conhecido como circuito de Randles é mostrado na
Figura 24A.

A Ca B

RS -z inclinagéo = unidade
@, AN O diminuindo W
o

Ziwa

Figura 24: (A) Circuito equivalente de Randles para um sistema eletroquimico simples e (B)

grafico de Nyquist proveniente do circuito de Randles mostrado em A.

Este circuito € normalmente usado para interpretar sistemas eletroquimicos
simples. Este circuito equivalente fornece o diagrama do plano complexo tambem
denominado de diagrama de Nyquist mostrado na Figura 24B, no qual fornece
percepcao visual dentro da dindmica do sistema. 183187

A Figura 24 mostra nitidamente que Rct € inversamente proporcional a taxa de
transferéncia eletrénica (TTE). Se o analito promove modificagdes em um ou mais
parametros do circuito equivalente e esses parametros nao sdo afetados por espécies
interferentes, entdo o método de impedancia pode ser usado perfeitamente para a
deteccdo do analito. Rs surge primeiramente da resisténcia do eletrdlito e é
analiticamente (til, principalmente nos sensores de condutividade. Zw pode ser usada
para medir efetivamente os coeficientes de difusdo sendo raramente usada para
aplicacBes analiticas. Os elementos do circuito equivalente disponiveis na Figura 24,
que sdo normalmente usados para deteccdo de analito sdo Ret e Cq. 183187

A discriminacdo de sinal eletroquimico baseada nas mudancas destas duas
propriedades elétricas resultantes da interacdo antigeno/anticorpo sobre a superficie dos
eletrodos tem levado ao desenvolvimento de varios imunossensores impedimétricos
descritos na literatura para detecgdo de diversas doengas causadas por antigenos como o
virus influenza aviario, antigeno da raiva, salmonelas, E. coli, toxinas como a

ocratoxina, etc.188-1%0




1.6.3 - Imunossensor para anaplasmose bovina

Anaplasma marginale € uma bactéria gram-negativa que pertencente a ordem
Rickettsiales, a familia Anaplasmataceae e ao género Anaplasma.!®

Anaplasmose, diz respeito a uma doenca intra-eritrocitaria caracteristica dos
ruminantes causada por bactérias deste género. Sua maior incidéncia é nos bovinos, mas
outros ruminantes como bufalos, antilopes africanos e algumas espécies de veados.

A anaplasmose bovina € uma doenca infecciosa que pode ser transmitida
principalmente através das picadas de carrapatos das espécies Boophilus spp.,
Dermacentor spp., Ixodes ricinus e Rhipicephalus spp (Figura 25).

Uma vez que o gado de qualquer idade € infectado com Anaplasma marginale,
ele permanece persistentemente infectado, na condicéo de portador da doenca por toda a
vida. A transmissao também pode ocorrer biologicamente e mecanicamente, por insetos
hematofagos como moscas e procedimentos cirirgicos, respectivamente, tais como
descorna e castracdo. Anaplasmose bovina ocorre em regides tropicais e subtropicais,
incluindo América do Sul e Central, Estados Unidos, sul da Europa, Africa, Asia e
Australia e nas regifes onde a incidéncia de carrapatos € alta. Esta doenca pode-se
tornar uma endemia, como no México, America do Sul e Central e no Caribe. %219

Os sinais clinicos de anaplasmose, uma das responsaveis pela Tristeza
Parasitaria Bovina, incluem anemia, ictericia, febre, perda de peso, aborto, letargia e
morte.194,195

O Brasil é dono do maior rebanho comercial de gado bovino do mundo, com
mais de 213 milhGes de cabeca, ou seja, mais de um boi por habitante, sendo que o0s
animais infectados por esta bactéria exercem influéncia direta sobre a economia do
nosso pais, isto por que ocorrem perdas significativas na pecuaria por mortalidade,
diminuicdo na producdo de carne e leite, assim como altos custos com medidas
profilaticas e de tratamento dos animais. No Estado de Minas Gerais, precisamente na
regido do Triangulo Mineiro, a anaplasmose tem sido considerada uma das doencas de
maior importancia, constituindo-se em fator limitante a criagdo de bezerros.1%1%

Medidas de controle da anaplasmose bovina variam de acordo com a localizacao
geogréafica e incluem principalmente o controle dos vetores e a administracdo de
antibioticos como as oxitetraciclinas e as diamidinas. Varios grupos de pesquisa estdo
obtendo éxito no desenvolvimento de vacinas cada vez mais eficazes contra a

anaplasmose bovina,198-200
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Figura 25: Transmissdo de Anaplasmose bovina pelo vetor carrapato.

O diagndstico da anaplasmose bovina nos animais infectados pode ser feito
clinicamente, todavia os sinais ndo s@o especificos, sendo necessarios necropsia e testes
laboratoriais mais especificos de Anaplasma marginale, através de esfregacos de sangue
corados pelo Método Giemsa durante a fase aguda da doenca. Estes testes, entretanto,
ndo sdo confidveis para a detecgdo de infeccdo em animais pré-sintomaticos ou com
baixos niveis de parasitemia. Nestes casos, 0s animais infectados sdo geralmente,
diagnosticados por testes sorologicos, através da identificacdo de anticorpos anti -
Anaplasma marginale. Usa-se comumente o teste ELISA que emprega proteinas MSP1,
MSP2 e MSP5 da rickettsia, como antigenos, e que pode ser confirmando,
posteriormente por métodos de deteccdo molecular, através da identificacdo de DNA da
Rickettsia por PCR.201203

Muitas alternativas vém sendo estudadas para efetuar o diagndstico precoce de
Anaplasma marginale, como por exemplo, sondas do tipo primers construidas atraves
de genes que codificam os antigenos de superficie dessa bactéria capazes de detectar o
DNA da rickettsia ou ainda sondas do tipo RNA que, conseguem quantificar baixos
niveis de parasitemia, através da deteccio de DNA genémico.204:20°

Outras técnicas podem ser usadas, como teste de coaglutinacdo rapida (TCR),
imunofluorescéncia indireta (IF1). Entretanto, os biossensores sdo dispositivos ideais
para solucionar esta problematica, devido as suas caracteristicas, como, baixo custo,
rapidez de teste, possibilidade de miniaturizacdo e portabilidade. Silva, M. e
colaboradores,?® desenvolveram um imunossensor Optico através da imobilizagéo
covalente de proteina recombinante MSP5 em vidro de poro controlado, capaz de
detectar anticorpos anti-MSP5 em amostras de soro sanguineo de animais

infectados.?07-208
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2 - OBJETIVOS E JUSTIFICATIVAS

2.1 — Objetivo geral

O objetivo geral deste trabalho contemplard o desenvolvimento e a
caracterizacdo dos polimeros derivados dos trés isdmeros do acido hidroxifenilacético
eletropolimerizados na superficies de grafite.

Esses resultados fornecerdo subsidios para aprofundar o entendimento estrutural
destes polimeros e apoiados por estudos de quimica tedrica, permitirdo ter uma maior
compreenséo dos seus respectivos mecanismos de polimerizagé&o.

As plataformas de poli(acido 2-hidroxifenilacético) (POLI(2-HFA)), poli(acido
3-hidroxifenilacético) (POLI(3-HFA)) e poli(acido 4-hidroxifenilacético) (POLI(4-
HFA)), serdo avaliadas com relacdo a capacidade de imobilizar bases nitrogenadas
purinas e pirimidinas.

O polimero que apresentar maior eficiéncia de retencdo destas bases
nitrogenadas, associadas a outras propriedades elucidadas, sera selecionado para
construcdo de dois sistemas polimeéricos a serem aplicados na deteccdo de DNA
gendmico da bactéria Neisseria meningitidis e anticorpos contra a bactéria Anaplasma
marginale por voltametria de pulso diferencial e espectroscopia de impedancia

eletroquimica, verificando sensibilidade e seletividade.

2.2 — Objetivos especificos

v’ Eletropolimerizacdo dos &cidos 2-HFA, 3-HFA e 4-HFA sobre eletrodos de
grafite;

v Caracterizacdo dos eletrodos de grafite modificados com polimeros, por
voltametria ciclica, troca ibnica, espectroscopia de impedancia eletroquimica;

v Caracterizacdo da morfologia dos eletrodos de grafites modificados por
microscopia de forca atbmica;

v Avaliacdo da estabilidade eletroquimica dos polimeros;

v' Aplicacdo dos diagndsticos de reversibilidade por voltametria ciclica aos
eletrodos de grafite modificados com filmes poliméricos;

v Investigacdo da eletropolimerizacdo dos acidos hidroxifenilacéticos a partir de

estudos teodricos baseados na teoria do funcional de densidade eletrénica (DFT).

©
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Construcdo de modelos oligdbmericos dos possiveis polimeros produzidos a
partir dos &cidos hidroxifenilacéticos;

Realizacdo da analise conformacional dos modelos idealizados, utilizando-se um
Campo de Forga devidamente parametrizado e exportando as estruturas de
minima energia para a elucidacdo da estrutura eletronica.

Elucidacdo da estrutura molecular e eletrénica dos polimeros a partir da
correlacdo entre dados experimentais de caracterizacao estrutural e resultados de
célculos quanticos, semi-empiricos e DFT.

Investigacdo da imobilizagdo de bases nitrogenadas nos eletrodos de grafite
modificados com &cidos poli-hidroxifenilacéticos;

Selecdo da matriz polimérica derivada de eletrodos de grafite modificados com
poli(acidos hidroxifenilacéticos) visando aplicacdo no diagndstico de meningite
bacteriana e anaplasmose bovina por meio de detecgéo eletroquimica atraves de
técnicas como a voltametria de pulso diferencial e a espectroscopia de

impedéancia eletroquimica.
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3—-PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

3.1 — Materiais e solucdes

Todas as solucbes foram preparadas imediatamente antes de cada procedimento
experimental, e deaeradas com N2 por aproximadamente 40 minutos.

Todos os reagentes quimicos utilizados neste trabalho foram P.A (pré-analise),
utilizados conforme recebidos. Para preparo das solu¢fes aquosas, foi utilizada agua
ultra purificada em sistema Millipore Milli-Q, com resistividade acima de 18 MQ cm e
autoclavada quando utilizada para preparo de solugdes tampéo.

Todos os experimentos foram realizados a temperatura ambiente (25 + 1°C),
excecOes serdo mencionadas na descri¢do do proprio procedimento.

O procedimento de cada preparo de solucdo utilizada neste trabalho € descrito

abaixo:

< Solucdo de Acido Perclérico (0,50 mol.L™): Em um baldo volumétrico de 1,0 L
adicionaram-se 43,20 mL de HCIO4 concentrado (Merck, 98%) e completou-se

0 volume total com &gua deionizada.

% Solucdo de ferro/ferricianeto de potassio (5,00 mmol.L; contendo 0,10
mol.L* de KCI): Em um baldo volumétrico de 100 mL adicionou-se 0,1646 g de
KsFe(CN)s (Reagen, 99%) ; 0,2112 g de K4sFe(CN)s.3H20 (Vetec, 99%) e 0,7456

g de KCI (Vetec, 99%) e completou-se o volume total com &gua deionizada.

% Solucdo de ferro/ferricianeto de potassio (0,33 mmol.L; contendo 1,00
mol.L* de KCI): Em um baldo volumétrico de 100 mL adicionou-se 0,01087 g
de KsFe(CN)s (Reagen, 99%) ; 0,01394 g de KsFe(CN)s.3H20 (Vetec, 99%) e
0,7456 g de KCI (Vetec, 99%) e completou-se o volume total com agua

deionizada.

% Solucdo de cloreto de hexaaminruténio (I1) (5,00 mmol.L™; contendo 0,10
mol.Ltde KCI): Em um baldo volumétrico de 25,0 mL adicionou-se 0,0343 g de
[Ru(NH3)s]Cl2 (Aldrich, 99,9%) e 0,1864 g de KCI (Vetec, 99%) e completou-se

0 volume total com &gua deionizada.
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Solugdo de 2-HFA, 3-HFA e 4-HFA (2,50 mmol.LY): Em um baldo T

volumétrico de 100 mL adicionou-se 0,038 g de monémeros (Acros Organics,
99%) e completou-se o volume total com solucéo aquosa de HCIO4 0,50 mol.L™.

Solugdo de hidréxido de sédio (0,10 mol.LY): Em um baldo volumétrico de 100
mL adicionou-se 0,4000 g de NaOH (Vetec, 99%) e completou-se o volume

total com agua deionizada.

Solucdo Tampédo Acetato (0,1 mol.L; pH 4,0): Em um baldo volumétrico de
500 mL adicionou-se 1,49800 g de CH3COONa (Dinamica, 99%) e 1,82 mL de
acido acetico glacial (CHsCOOH) (Henrifarma, 99%) e completou-se o volume
total com agua deionizada ajustando o pH para o valor de 4 com solucdo de
NaOH 0,10 mol.L?,

Solugdo Tampéo Fosfato Salino (PBS) (0,10 mol.L* pH 7,40): Em um baldo
volumétrico de 500 mL adicionou-se 0,72 g de fosfato de sddio dibasico
(Na2HPO.) (Synth, 99%), 0,12 g de fosfato de potassio monobasico (KH2POy), 4
g de NaCl e 0,10 g de KCI e completou-se o volume total com agua deionizada

ajustando o pH para o valor de 7,40 com solucdo de NaOH 0,10 mol.L™.

Solugdo Tampéo Citrato de sédio salino SSC (30 mmol.L de citrato de sédio;
pH 7, contendo 300 mmol.L de NaCl): Em um baldo volumétrico de 50 mL
adicionou-se 0,4415 g de citrato de sédio (Synth, 99%) e 0,08767 g de NaCl
(Biotec, 99%) e completou-se o volume total com &gua deionizada ajustando o

pH para o valor de 7 com solugdo de NaOH 0,10 mol.L™.

Solucdo Tampdo Fosfato (0,10 mol.L'; pH 7 e pH 7,3): Em um baldo
volumétrico de 500 mL adicionou-se 4,3500 g de Na;HPO. (Vetec, 99%) e
2,3200 g de NaH2PO4 (Vetec, 99%) e completou-se o volume total com &gua
deionizada ajustando o pH da solucéo para o valor de 7 ou 7,3 com solucdo de
NaOH 0,10 mol.L™.




< Solucédo de bases nitrogenadas (Guanina e Adenina 2 mmol.L™?; Citosina e
Timina 2 mmol.L?): Todas as bases nitrogenadas (Ultra pure, 99%), tiveram T
suas massas e volumes adequados para as concentragdes desejadas. Uma solucéo
adicional contendo a mistura das bases nitrogenadas foi preparada, mantendo as
concentragdes desejadas.

< Solugdo NM1 (0,063 mol.L%): Os oligonucleotideos sintéticos de NM1 foram
sintetizados pela Alpha DNA e fornecidos em pd (produto liofilizado). De
acordo como numero de mols rotulado no frasco, o volume foi ajustado com
tampdo SSC até a concentracdo desejada. Esta solucdo foi denominada como
sonda NML1.

% Solugdo de DNA- gendmico: a amostra contendo DNA gendmico de Neisseria
Meningitidis foi quantificada assim que recebida da Fiocruz-Minas, sendo 1,65 a
razdo entre as absorbancias em 260 e 280 nm (amostra impura, possivelmente
contendo polissacarideos ou RNA ou proteinas). A absorbancia em 260 nm foi
usada para quantificar o DNA gendmico e a partir de uma solucdo estoque de
480 pg.mL? obteve-se amostras diluidas de concentrages 11,1, 22,2 e 33,3
ng.uL?,

% Solucédo de BE (5,00 x 10 mol.L, contendo 20 mmol.L* de NaCl): Em um
baldo volumeétrico de 10 mL adicionou-se 0,0020 g de C,1H20BrNz (Vetec,
97%); 0,0117 g de NaCl (Vetec, 99%) e completou-se o volume total com agua

deionizada.

%+ Solucdo de peptideo AML1: as amostras de peptideos foram preparadas a partir
de diluicGes da solucdo estoque fornecidas pelo INGEB-UFU. Desta forma, da
solucdo estoque efetuou-se a diluicdo em tampéo PBS pH 7,4 para que em 18 pL

contivesse 1 pg de peptideo.

% Solucbes de IgG* e IgG: as amostras de soros sanguineos de animais
contaminados com Anaplasma marginale contendo o0s anticorpos anti
MSP1a(lgG+) e soros de animais saudaveis foram diluidas na proporcdo 1:50

v/v.




3.2 — Procedimento Experimental

<

3.2.1 — Preparacao e construcao dos eletrodos de trabalho

Os eletrodos de grafite (EG) foram preparados conforme fluxograma
apresentado na Figura 26, a partir de barras de grafite obtidas da Alfa Aesar
(99,9999%). Na etapa | as barras foram cortadas em tamanhos menores, gerando discos

de grafite com espessura entre 1 a 2 mm.
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Figura 26: Fluxograma de preparacéo dos eletrodos de grafite.

A etapa Il mostra o grafite sendo unido a uma base latdo revestida de Teflon®
por cola condutora. Na etapa Ill, os espacos vazios entre a base e o teflon foram
preenchidos com cola Araldite®. Apds 24 h, estes eletrodos foram lixados lixa d’agua
200, 1200 (Marca 3M) sucessivamente para remoc¢do do excesso de Araldite® e
consecutivo polimento da superficie do eletrodo. A etapa IV mostra o polimento final
realizado com suspensdo aquosa de alumina 0.30 pum (Micropolish A, Buehler) sobre
feltro. Apds o EG foi limpo em dgua com ultrassom por 10 min., e enxaguado com agua
destilada em abundéncia e seco com N ultra puro. A etapa V mostra os EG sendo
conectados ao suporte de base para utilizago e a etapa VI mostra a realimentacdo apos
a utilizacdo.




3.2.2 — Selegéo dos eletrodos de grafite

Antes do procedimento de eletropolimerizagdo, o0s eletrodos foram
condicionados e selecionados através de dois ensaios eletroquimicos. No primeiro
procedimento os EG foram ciclados sucessivamente com 4 ciclos de potencial na faixa
de +0,00 a +1,20 V em solucdo de HCIO4 (ag), divididos em 2 etapas de dois ciclos,
sendo esta Ultima registrada para posterior analise. No segundo procedimento 0s
eletrodos foram lavados com &gua deionizada, secos sob fluxo de N e analisados agora
em solucdo de KsFe(CN)es/KsFe(CN)s, cobrindo a faixa de potencial de —0,20 a +0,70 V.
Os VC foram registrados para posterior analise e selecdo.

Eletrodos de Ag/AgCl, KCI (3,00 mol.L?) (Figura 27B) e placa de platina (area
2,0 cm?) (Figura 27C) foram utilizados como eletrodos de referéncia e auxiliar,
respectivamente para todas as analises realizadas neste trabalho. Os potenciostatos
utilizados foram CH Instruments modelo 760C, e EcoChemie modelo 302N com
maddulo FRA2.

3.2.3 — Eletropolimerizacgdo dos acidos hidroxifenilacéticos

Para eletropolimerizacdo dos mondmeros foi utilizada célula eletroquimica de
trés compartimentos, com volume total de trabalho em cerca 25 mL (Figura 27). O
eletrodo de trabalho utilizado foi um disco de grafite (Figura 27A), com area geométrica
de 29,7 mm?,

O crescimento dos filmes poliméricos foi realizado através de VC. Foram
realizados 100 ciclos de potencial com velocidade de varredura de 50 mV s, na faixa
de potencial de -0,7 a +1,20 V em solugdes de HCIO; (ag), contendo 2-HFA, 3-HFA e 4-
HFA 2,5 mmol.L. Apds eletropolimerizacdo, os eletrodos contendo os filmes
poliméricos foram lavados com agua deionizada, em abundancia, e secos sob fluxo de
N2. Posteriormente, estes eletrodos foram mergulhados em solugdo contendo somente
HCIO4 (ag), na auséncia do monbémero, e 10 ciclos de potencial foram aplicados na
mesma faixa de eletropolimerizagdo para remogao do “mondmero residual”. Apos esses
ciclos, os eletrodos de grafite modificados foram lavados com agua deionizada em

abundancia, e secos sob fluxo de Na.
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Figura 27: llustracdo do sistema eletroquimico utilizado para eletropolimerizagédo dos acidos
hidroxifenilacéticos em HCIO, e também para deteccdo de Anaplasma marginale em
KsFe(CN)e/KsFe(CN)s por voltametria de pulso diferencial.

Anélises do comportamento eletroquimico dos eletrodos de grafite modificados
com os filmes poliméricos foram conduzidas em solucdo de KsFe(CN)s/KsFe(CN)s, na

faixa de potencial de —0,20 a +0,70 V e em solucéo de HCIOa.

3.2.4 — Transporte idnico nos estudos de reversibilidade

Os eletrodos de grafite modificados com acido poli(2-hidroxifenilacético)
(EG/POLI(2-HFA)), poli(3-hidroxifenilacético) (EG/POLI(3-HFA)) e poli(4-
hidroxifenilacético) (EG/POLI(4-HFA)) foram caracterizados por voltametria ciclica
em func¢do da velocidade de varredura cobrindo o intervalo de 10 a 110 mV s?. Neste
procedimento os VC foram obtidos em solugdo aquosa HCIO4 (g, na auséncia de
mondmero. Os processos eletroquimicos dos polimeros foram caracterizados por 6
diagnosticos, sendo eles: 1) Velocidade de varredura (v) em funcdo da variacdo de
potencial de pico anddico e catodico (AEp); 2) v em fungéo da variagdo de potencial de
pico e meia onda (Ep - Ep/2); 3) v em fungéo da relagdo entre corrente de pico anddica e
catodica (Ipa/lpe); 4) 1p em funcdo da raiz quadrada da velocidade de varredura (v'/2); 5)
E, em funcio da raiz quadrada da velocidade de varredura (v'?) e 6) 1, em funcgdo da

raiz quadrada do tempo (t/?).
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3.2.5 — Determinacdo da massa dos polimeros

Trés eletrodos de grafite apos os procedimentos descritos nos itens 3.2.1 e 3.2.2
foram lavados em &gua deionizada e secos em dessecador sob vacuo, até obter uma
massa constante (ms).

Apb6s os trés eletrodos de grafite foram submetidos ao procedimento de
eletropolimerizacédo, onde através de voltametria ciclica foram realizados 100 ciclos de
potencial com velocidade de varredura de 50 mV s*, na faixa de potencial de -0,7 a
+1,20 V, em solugBes de HCIO4 (ag), contendo 2-HFA, 3-HFA e 4-HFA 2,5 mmol.L™.
Posteriormente, estes eletrodos foram mergulhados em solucdo contendo somente
HCIOs (aq), na auséncia do mondmero, e 10 ciclos de potencial foram aplicados na
mesma faixa de eletropolimerizagdo para remog¢ao do “mondmero residual”.

Apos esse procedimento, os eletrodos de grafite foram novamente lavados em
agua deionizada em abundéncia e secos em um dessecador, sob vacuo, até massa
constante (my).

A massa dos polimeros foi determinada pela diferenca entre as massas (massa
polimero = my - my).

Todas as massas foram medidas em balanca analitica Shimadzu série
AUW220D, precisao 0,00001 g, d=0,1 mg /0,01 mg.

3.2.6 — Propriedades de troca i6nica

As propriedades de troca de ibnica para o eletrodo de grafite e os eletrodos de
grafite modificados com POLI(2-HFA), POLI(3-HFA) e POLI(4-HFA) foram
investigadas pelo estudo da reacdo de transferéncia eletrdnica nas superficies
modificadas utilizando dois diferentes pares redox: ferrocianeto/ferricianeto de potassio

(sonda redox negativa) e cloreto de hexaaminrruténio (I11) (sonda redox positiva).

3.2.7 — Medidas de espectroscopia de impedancia eletroquimica, voltametria de

pulso diferencial e voltametria de onda quadrada

Os espectros de impedancia eletroquimica dos eletrodos de grafite e dos
eletrodos de grafite modificados com poli-hidroxifenilacéticos, assim como nas

deteccOes da Neisseria meningitidis e Anaplasma marginale foram obtidos em solucdo

—
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aquosa de Ks[Fe(CN)s]/Ks[Fe(CN)s] 5 mmol.L? ou 0,33 mmol.Lt em KCI 0,1 mol.L?,
em potenciostato Autolab (PGSTAT302N e modulo FRA, Eco Chemie, Utrecht). A [7)
solucgéo de analise foi deaerada com N2 ultra puro por cerca de 40 minutos, os eletrodos
modificados contendo ou ndo biomoléculas imobilizadas, permaneceram em contato
com a solugdo por cerca de 30 minutos. O intervalo de frequéncia investigado foi de 10°
a 10 Hz. A amplitude de excitacdo senoidal foi de 10 mV, sendo potencial aplicado de
+0,24 V. O ajuste dos resultados experimentais, a um circuito equivalente apropriado
foi realizado com software provido pelo equipamento. Os voltamogramas de
voltametria de pulso diferencial e de voltametria de onda quadrada foram obtidos num
potenciostato Autolab Electrochemical System (PGSTAT302N e modulo GPES, Eco
Chemie, Utrecht), utilizando célula eletroquimica de um ou trés compartimentos. Os
parametros e o eletrolito suporte usados nestas técnicas, estdo explicitados nas legendas

respectivas de cada espectro ou voltamograma discutido no item 4.

3.2.8 — Medidas de estabilidade eletroquimica

As andlises de estabilidade eletroquimica do eletrodo de grafite e dos eletrodos
de grafite modificados com POLI(2-HFA), POLI(3-HFA) e POLI(4-HFA) foram
realizadas em solucdo aquosa de acido perclorico por meio de sucessivos ciclos de
potencial na regido de atividade eletroquimica dos filmes obtidos, ou seja, +0,20 a +0,80

V. Foram realizados 100 ciclos numa velocidade de varredura de 30 mV s,

3.2.9 — Microscopia de forca atbmica

A Morfologia para o eletrodo de grafite e os eletrodos de grafite modificados
com POLI(2-HFA), POLI(3-HFA) e POLI(4-HFA), assim como o SPNM foram
investigados utilizando-se microscopia de forca atbmica (AFM), em instrumento da
Park Systems, modelo XE-70, versdo 1.8.3. Os parametros topograficos foram
estimados pelo software “XE-70”. A topografia do SPAM, utilizado para deteccdo da

anaplasmose bovina, foi investigado num microscopio Shimadzu, model SPM-9600.




3.2.10- Estudos teoricos da eletropolimerizacéo dos acidos hidroxifenilaceticos

Inicialmente os &cidos 2-HFA, 3-HFA e 4-HFA foram submetidos a uma anélise
conformacional sistematica, utilizando-se o método semi-empirico RM1(AMPAC,
versdo 9.2) para a obtencdo da superficie de energia potencial relacionada com 0s seus
dois principais angulos diedros livres. As estruturas obtidas de minimo global foram
otimizadas e suas frequéncias de vibracdo foram calculadas empregando a teoria
funcional de densidade eletrdnica (DFT), utilizando o funcional hibrido B3LYP,
conjunto de bases 6-31G(d), 6-31G(d, p), 6-311G(2 d,p), 6-31+G(2d,p), 6-311+G(2d,p)
e 6-311++G(2d,p).2*° Todos os calculos DFT foram realizados utilizando o Gaussian
09_210

As possiveis estruturas dos decdmeros para 0s isomeros em estudos foram
modeladas e submetidas a calculos dos principais angulos diedros com os campos de
forca OPLS AA-2005 e AMBER. Com isso, a qualidade dos parametros para simular a
estrutura dos filmes formados a partir do 2-HFA, 3-HFA e 4-HFA nestes campos de
forca podem ser avaliados, observando-se as barreiras de energia de torcdo em
comparagdo com calculos equivalentes obtidos a partir do DFT. A partir dessas analises,
0 campo de forca OPLS foi selecionado para a analise conformacional dos oligdmeros
estudados. Isso, sO foi possivel com outros parametros de torcdo disponiveis no
programa Macromodel.?!!

Os conformeros foram analisados e agrupados de acordo com a energia e
estrutura. Depois de cada busca, os conférmeros redundantes foram eliminados,
facilitando os resultados da amostragem.

Os métodos semi-empiricos e DFT também foram utilizados para o célculo dos
pKas dos céations radicais dos isdmeros dos acido hidrdxifenilacéticos que estdo
disponiveis nos pacotes computacionais AMPAC versdao 8.16.5, MOPAC 2011 e
Gaussian 03 W versdo D.01. Foram utilizados os métodos semi-empiricos AM1, PM3 e
PM6 na otimizacgdo da estrutura molecular.

Posteriormente, para assegurar que a conformacdo obtida era realmente a de
menor energia, a estrutura foi reotimizada empregando para o calculo de frequéncia a
teoria do funcional de densidade, funcional hibrido B3LYP com a funcdo de base 6-
31G(d,p), em fase gasosa e solvatado em meio acido (pH 0,5), usando o pacote
computacional Gaussian.

Apo6s esses procedimentos, iniciou-se o calculo da energia minima e de




frequéncias e propriedades termodinamicas das moléculas neutras e na forma oxidada
(cétion-radical). i)
A partir do célculo das frequéncias e propriedades termodindmicas pode se
chegar aos valores da Energia Livre de Gibbs e, por fim, estimar os valores de pKa.
A equacdo 6 mostra as relacOes estabelecidas por Lewis?'? considerando as
condi¢des padrdes e que 0s sistemas solvatados estdo no estado de equilibrio

termodinamico descritas na equacgéo 7.

Equacao 6:

pKa = 5% _ 168 [H,0]

R.Iinld

Equacao 7:

AG(so1) = AG (g) + AG (solv.)

onde pKa é a constante de dissociacdo acida em escala logaritmica, R é a constante dos
gases ideais, T é a temperatura e AG é energia livre de Gibbs para a solucdo e o

solvente.

3.2.11 — Estudos de imobilizacdo de bases nitrogenadas

Sobre os eletrodos de grafite modificados com POLI(2-HFA), POLI(3-HFA) e
POLI(4-HFA), foram gotejadas 18 pL de solugdo aquosa de bases nitrogenadas purinas
(2 mmol.LY) e pirimidinas (20 mmol.L?), deixando os eletrodos modificados secar a
temperatura ambiente (25x1) °C, num dessecador durante 2 h.

Ap6s a lavagem dos eletrodos modificados a imobilizacdo das bases
nitrogenadas foi observada através dos sinais de VPD realizadas em célula de
compartimento nico em tamp&o acetato (0,1 mol.L, pH 4) ou fosfato (0,1 mol.L?, pH

7) como solucéo eletrolitica conforme ilustrado na Figura 28.




Figura 28: Ilustracdo do sistema eletroquimico utilizado na deteccdo das bases nitrogenadas e
do brometo de etidio sinalizando a hibridizacdo de DNA no sistema polimérico para deteccdo de

meningite bacteriana.

3.2.12 — Procedimento de construcdo dos sistemas polimeéricos para diagndstico de

Neisseria meningitidis

Os eletrodos de grafite modificados com POLI(3-HFA) (EG/ foram colocados
em contato com a solucao tampéo fosfato (pH 7,3) por cerca de 30 min, visando garantir
uma maior estabilizacdo da linha base que quando atingida foi registrada entre 0,5 e 1,4
V usando VPD. Apos este procedimento, eles foram retirados da solugdo tampao e
secos imediatamente com fluxo de N ultra puro.

A Figura 29A mostra a imobilizacdo da sonda, composta de oligonucleotideos
sintéticos, sendo realizada por adsorc¢éo fisica através da adi¢do de 18 pL da solucdo de
NM19, em que este volume é suficiente para cobrir a area do eletrodo de trabalho. Os
eletrodos de grafite modificados com POLI(3-HFA) contendo o NM1 configuram um
sistema polimérico para deteccdo de Neisseria meningitidis (SPNM) foram mantidos em
dessecador por 15 minutos. A seguir, foram lavados em tampdo SSC para remocéao de
adsorcgBes ndo especifica, e secos em N2 ultra puro. Posteriormente, foram adicionados

18 pL da solucdo de brometo de etideo sobre 0s SPNM onde em dessecador aguardou-

9 A sonda NM1 consiste numa cadeia simples (oligonucleotideo), que é complementar da regido
hipervariavel V8 do gene de rRNA 16S de Neisseria meningitidis. E nomeado NM1 e a sua sequéncia é
5-TGTTGGGCAACCTGATTG-3.
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se 5 minutos, apds foi efetuada nova lavagem em tampdo SSC e secagem em N ultra
puro. Medidas de detecgdo indireta através da oxidagdo do BE usando tampao fosfato [/

pH 7,3 como eletrolito suporte foram realizadas em célula de um compartimento
(Figura 28).

Adigio - . Adigto @
A deNM1 £ € ¢ deBE R | Sinal baixo
— 3 3 A 3 3 ‘ por VPD
.. 5 Lo
EG/P3HFA Sonda mloblhza.da BE imobilizado
por adsorcdo fisica por gotejamento
Adicdo b g .
: 3 - Hibridi & de BE . i
Sinal baixo & € £ Hibridizagdo 8 6 6 .'. a o5 Sinal alto
pocEE 4m 5 5 5 onmmp £ & £ =— 3 ’ 2 "™ porVPD
B S= -,15n111\11t05~‘-' SRS = J30H
Sonda imobilizada Alvo imobilizado BE imobilizado
por adsorcdo fisica por gotejamento por gotejamento
I Sinal alto
“* Desnaturagio 3 5 porEIE
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82 102°C ¢ 3
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DNA Dois alvos
Genomico sSDNA

Figura 29: (A) Construcdo do SPNM para deteccdo indireta através da oxidacdo do brometo de
etidio por voltametria de pulso diferencial e direta através de espectroscopia de impedancia
eletroquimica, (B) contendo SPNM e o0 alvo e em (C) a desnaturacdo térmica do alvo DNA

gendmico.

A Figura 29B mostra o procedimento de hibridizacdo que envolve todas as
etapas anteriores, todavia antes de adicionar o BE imobilizou-se o alvo de DNA
gendmico” de Neisseria meningitidis em 18 pL das solucdes contendo 200, 400 e 600
ng aquecidas durante 5 minutos a 102 °C (Figura 29C), respectivamente em trés

eletrodos distintos contendo a sonda pré-aquecidos também a 102 °C por 3 minutos. O

h O alvo consiste em DNA genémico de uma cultura pura de Neisseria meningitidis isolado na Fiocruz-
Minas utilizando os seus protocolos de rotina.




evento de hibridizacdo ocorreu em estufa numa temperatura de 55 °C por 15 minutos.
Novamente realizou-se lavagem em tampédo SSC e posterior secagem com No.

Medidas de deteccdo indireta por VPD através da oxidacdo do BE foram
realizadas usando tampdo fosfato pH 7,3 como eletrélito suporte em célula de um
compartimento conforme Figura 28.

Medidas de deteccdo direta foram realizadas por EIE usando KCI 0,1 mol.L?
como eletrolito suporte, contendo KaiFe(CN)e/KsFe(CN)s em célula de trés
compartimentos, conforme Figura 27 em ensaios paralelos, todavia antes da adicdo de
BE conforme esquema ilustrado na Figura 29.

Imagens de microscopia de forca atdmica (AFM) foram obtidas para estes

sistemas em um microscopio Park Systems.

3.2.13 — Procedimento de construcdo dos sistemas polimericos para diagnostico de

Anaplasma marginale

Os eletrodos de grafite modificados com POLI(3-HFA) foram pré-
condicionados através de cronoamperometria (-0,2 V por 120 s). Apés esta etapa foi
imobilizado 1 pg do peptideo AM1' diluido em tampéo acetato pH = 4,3 conforme
Figura 30A. Os eletrodos de grafite modificados com POLI(3-HFA) contendo os
peptideos, configuram um sistema polimérico para deteccdo de Anaplasma marginale
(SPAM) que permaneceu isolado de luz e sob vacuo por cerca de 1 hora. Apos esta
etapa, o SPAM foram lavados em tampéo PBS e secos com fluxo de N ultra puro.

A Figura 30B mostra o procedimento de reconhecimento em que o SPAM é
colocado em contato com 1 pL de soro sanguineo de animais contaminados com
anaplasmose bovina 1gG(+) diluido em 17 pL de tampdo PBS pH 7,4 e deixado no
dessecador na auséncia de luz e sob vacuo por cerca de 1 hora. Paralelamente outro
SPAM é colocado em contato com 1 pL de soro sanguineo de animais saudaveis

IgG(-) diluido em 17 pL de tamp&o PBS pH 7,4 e deixado no dessecador na auséncia

" AM1 sequéncia STSSQLGGGSSTSSQLGGGSSTSSQL foi desenhado e sintetizado quimicamente por

GenScript EUA Inc acoplado a albumina de soro bovino (BSA) para aumentar a imunogenicidade. AM1

foi construido com 26 residuos de aminoacidos (aa) contendo repeticfes da sequéncia motivo MSPl1a
(sublinhado) separados por um espacgador de 4 aa, GGGS.
I Soros sanguineos de animais saudaveis e contaminados com A. marginale foram cedidos pelo Centro de

Pesquisas Veterinarias Desidério Finamor, Eldorado do Sul, RS.
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de luz e sob vacuo por cerca de 1 hora. Os sistemas foram lavados em PBS pH 7,4 e
secos em N2 ultra puro.

Os sistemas foram avaliados por medidas de EIE usando solucdo de KCI 0,1
mol.L? contendo KiFe(CN)e/KsFe(CN)s em uma célula eletroquimica de trés
compartimentos conforme Figura 27.

Medidas de deteccdo por VPD foram realizadas também usando solucdo de KCI
contendo KsFe(CN)s/KsFe(CN)s como eletrolito suporte em célula de trés
compartimentos conforme (Figura 27).

Imagens de microscopia de forca atdomica (AFM) foram obtidas para estes
sistemas em um microscopio Shimadzu SPM-9600.

Deteccio ~ Sinal baixo por EIE
¢ alto por VPD

Adicdo do
AM1
Eletropolimerizacdo
- & ’
EG EG/P3HFA

Adigdo do Adicdo de Y Y
AM1 . bovi Y

soro bovino Sinal alto por EIE

> ’ ¢ baixo por VPD

Sonda imobilizada
por adsorcdo fisica

Figura 30: (A) Construgdo do SPAM e (B) SPAM contendo o alvo sendo detectado por

espectroscopia de impedancia eletroquimica e voltametria de pulso diferencial.
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3.3 — Fluxograma do procedimento experimental
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4 — RESULTADOS E DISCUSSAO

Estudos sobre a eletropolimerizacdo e caracterizagdo comparativa dos isdmeros
dos acidos hidroxifenilacéticos foram realizados objetivando aquisicdo de um maior
entendimento do comportamento destes materiais com intuito de aplica-los como
plataformas funcionalizadas para incorporacdo de moléculas sintéticas na construcdo de
biossensores. A modificacdo quimica ou eletroquimica de eletrodos com filmes
poliméricos tem sido muito explorada na producdo de biossensores. Assim, estudos
como, estabilidade eletroquimica, eficiéncia no transporte de ions, quantidade e
eletroatividade do material eletrogerado, capacidade de retencdo de bases nitrogenadas,
dentre outros pardmetros foram investigados. E importante ressaltar que este é o
primeiro trabalho do grupo de pesquisa que faz um comparativo nos polimeros
derivados de acidos hidroxifenilacéticos e aplica-os no sensoriamento de doencas de
humanos e animais usando amostras de elevada complexidade, como DNA gendmico

de culturas puras de bactérias e soros sanguineos de animais infectados com bactérias.

4.1 — Eletropolimerizagdes, atividades e estabilidades eletroquimicas dos filmes

poliméricos derivados dos acidos hidroxifenilacéticos

4.1.1 — Selecdo dos eletrodos de grafite

Um estudo inicial foi realizado para selecionar os EG que apresentem areas
eletroativas semelhantes, promovendo assim uma padronizacdo destes substratos antes
de usa-los nas respectivas eletropolimerizacdes. Nosso grupo de pesquisa realiza VC
nestes EG em duas solucgdes eletroliticas, a primeira sendo uma solucdo aquosa do par
redox KasFe(CN)s/KsFe(CN)s 5,0 mmol.L? contendo KCI 0,10 mol.L? (padrdo
eletroquimico de reversibilidade) e a segunda, uma solucdo aquosa de HCIO4 0,50
mol.L? (eletrdlito suporte usado nas eletropolimerizagBes). Na primeira situagdo, os
perfis dos voltamogramas ciclicos (Figura 31A) sdo avaliados em dois parametros,
sendo eles: a relacdo das correntes de pico (lpa/lpc) que deve ser aproximadamente 1 e a
separagdo dos potenciais de pico (Epa — Epc) que deve ser inferior a 100 mV. Eletrodos
com variagdes superiores a 10 % nestes quesitos sdo rejeitados. Em relagdo a segunda

situacdo os EG sao condicionados através de sucessivos ciclos de varredura de potencial

=
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(cerca de 4 ciclos) na regido de +0,00 a +1,20 V promovendo uma limpeza
eletroquimica de suas superficies, deixando os aptos para a eletropolimerizagdo. Caso \&
esses eletrodos possuam valores de corrente inferiores a 25 YA, na faixa de +0,00 a
+1,00 V, e valores maximos de corrente em 200 pA, para potenciais acima de 1,00 V,

eles estardo aptos para eletrossintese (Figura 31B).
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Figura 31: Primeiro ciclo de voltametria do eletrodo de grafite em: (A) solucdo 5,00 mmol.L™
K4Fe(CN)s/ KsFe(CN)s contendo 0,10 mol.L™* KCl e (B) solugdo HCIO4 0,50 mol.L™
va=100mVstevsg=50mVs™

A Figura 31A, mostra o comportamento eletroquimico tipico do par redox
ferrocianeto/ferricianeto de potassio sobre os eletrodos de grafite. Observa-se um AE de

80 mV e uma relagdo de lpa/lpc de 1,04, satisfazendo as condigdes basicas de um

processo reversivel.




4.1.2 — Eletropolimerizagdes dos &cidos hidroxifenilacéticos

A Figura 32 mostra o VC referente a primeira varredura de potencial para os trés
isdmeros do &cido hidroxifenilacético (HFA).

4004 A 6001 B o 1.06 V
OH 1.04V
o}
"
m 4004
< 2004 < Ho” Yo
P P
@ § 2004
5 S
O 04 @]
04
041V
065V 047V
-200 -— T T T T T T -200 4 T T T T T T
-06 -03 00 0,3 0,6 0,9 1,2 -06 -03 0,0 0,3 0,6 0,9 1,2
Potencial / V vs. Ag/AgCl Potencial / V vs. Ag/AgCI

600+ ¢

0.98V

400+

200+

Corrente / A

042V

-200 4 T T T T T T
06 03 00 03 06 09 12

Potencial / V vs. Ag/AgCI

Figura 32: Primeira voltametria ciclica de eletrodos de grafite modificados com 2-HFA (A), 3-
HFA (B) e 4-HFA (C), 2,50 mmol.L* em HCIO, 0,50 mol.L*a 50 mV s™.

Observa-se em aproximadamente +1,04 V, +1,06 V e +0,98 V para o &cido 2-
hidroxifenilacético, 4acido 3-hidroxifenilacético e 4&cido 4-hidroxifenilacético,
respectivamente, picos de oxidacdo eletroquimica monomeérica irreversivel. A oxidacao
do 4-HFA ocorre em um potencial menos positivo em relacdo aos outros dois isdmeros.
Este fato pode ser atribuido a um efeito mais acentuado de ressonancia no anel
aromatico para-substituido, em relacdo ao orto e meta-substituido. O 2-HFA apresenta
grupos funcionais com proximidade suficiente para ligacbes de hidrogénio
intramolecular tornando-o relativamente planar. O 2-HFA e o 3-HFA apresentam um

maior impedimento estérico, em relacdo ao 4-HFA, cujo cétion-radical apresenta uma
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maior estabilidade, justificando assim sua maior facilidade oxidativa do 4-HFA. O 2-
HFA e o 3-HFA possuem densidade eletronica centralizada nas proximidades dos \&
grupos funcionais substituintes, enquanto que no 4-HFA h& duas regibes distintas de
densidade eletronica promovendo uma menor atragdo da nuvem eletrénica do anel
aromatico pelos grupos funcionais substituintes, facilitando assim o processo oxidativo
discutido mais profundamente no item 4.1.10. O que estd em concordancia com 0s
coeficientes de transferéncia eletronica (o) calculados que sdo discutidos no item 4.1.11.

Dois processos catddicos sdo observados na varredura reversa para o 2-HFA, um em
+0,65 V e outro em +0,41 V, os quais podem ser atribuidos a reducdo eletroquimica do
material adsorvido na superficie do eletrodo. JA& no material adsorvido pela
eletropolimerizacdo do 3-HFA e 4-HFA, observa-se na varredura reversa um pico, nos
potenciais de 0,47 V e 0,42 V, respectivamente.
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Figura 33:Voltametrias ciclicas consecutivas dos eletrodos de grafite modificados com
(POLI(2-HFA) (A), (POLI(3-HFA) (B) e (POLI(4-HFA) (C), 2,50 mmol.L™*, em HCIO40,50

mol.L™, ap6s 100 ciclosvoltamétricos a 50 mV s™.




A obtencdo dos filmes poliméricos poli(acido 2-hidroxifenilacético) [(POLI(2-
HFA))], poli(acido 3-hidroxifenilacético) [(POLI(3-HFA))] e poli(acido 4- \ o
hidroxifenilacético) [(POLI(4-HFA))] é viabilizada através de VC consecutivas em
sucessivos ciclos de potencial entre -0,7 e 1,2 V cujos voltamogramas sdo apresentados
na Figura 33.

Observa-se na Figura 33A que no decorrer das sucessivas ciclagens surgem dois
picos de oxidacdo nos potenciais de 0,49 V e 0,67 V complementares aos picos de
reducdo do POLI(2-HFA) mostrados na Figura 31A. Pode-se afirmar isto, pois estudos
para identificacdo da complementaridade foram realizados, apds a eletropolimerizagéo
do POLI(2-HFA) nos potenciaisde 0a 0,5V e 1,2a 0,5 V. Ou seja, exatamente entre 0s
dois picos referentes a regido eletroativa do POLI(2-HFA) e percebe-se que o
aparecimento dos picos de reducdo estdo condicionados, concomitantemente, a

oxidacdo e vice-versa nos dois respectivos picos, configurando-os assim como pares

redox (Figura 34).
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Figura 34: Voltametria ciclica do EG/POLI(2-HFA) em solucéo aquosa de HCIO,0,50 mol.L™
a50mv st

Ja nas Figuras 33B e 33C, notamos que para 0 POLI(3-HFA) e POLI(4-HFA)
surge aparentemente um unico pico de oxidacdo complementar nos potenciais de 0,55 V
e 0,51 V, respectivamente complementares aos picos de reducdo do POLI(3-HFA) e
POLI(4-HFA) mostrados nas Figuras 32B e 32C. De maneira geral, ap0s as sucessivas
ciclagens de potencial ocorre um incremento das correntes de oxidacdo e reducdo na
regido de potencial caracteristica dos polimeros formados e adsorvidos no eletrodo de

grafite, demonstrando que os trés filmes poliméricos sdo eletroativos e que a quantidade




de elétrons transferidos aumenta sucessivamente apds cada ciclo, em funcéo do aumento
do numero de camadas polimeéricas. Em contrapartida, um decaimento de corrente (lpa) \&
é observado na regido de potencial caracteristica da oxidacdo monomérica para a
formacdo dos cations-radicais, o que pode ser atribuido ao consumo destes monémeros
préximos a superficie do eletrodo no decorrer da eletrossintese para formacdo dos
mesmaos.

A Figura 35 mostra um perfil diferente dos perfis obtidos na Figura 33. De fato,
na auséncia do mondmero, ou seja, efetuando sucessivas ciclagens do eletrodo de grafite
apenas no eletrélito suporte obtemos uma reduzida atividade eletroquimica visualizando
apenas um pequeno aumento nas correntes capacitivas residuais e ou oxidacdo de
grupos na superficie do grafite, da ordem de 20 YA, enquanto que nas eletrossinteses
usando 0s reagentes monomericos temos correntes da ordem de 400 a 600 HA,
associadas aos produtos formados. Na Figura 35, os picos discretos de oxidacdo e
reducdo entre 0,4 e 0,6 V podem estar associados a grupos fenolicos e carboxilicos e

entre 0,8 e 0,9 V a quinonas e hidroquinonas, presentes na superficie do grafite.
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Figura 35: Voltametrias ciclicas do eletrodo de grafite em HCIO40,50 mol.L™, ap6s 100 ciclos

voltamétricos a 50 mV s™.

4.1.3 — Comportamento eletroquimico dos acidos poli-hidroxifenilacéticos

Os mon6meros residuais eventualmente disponiveis na malha polimérica sédo
removidos e/ou eletropolimerizados através de duas varreduras de potencial entre 0 e
1,2 V. A observacédo se valida em fungéo de encontrarmos logo na primeira varredura

uma elevada corrente em torno do potencial de oxidagdo do mondmero que diminui




significativamente na segunda varredura. As correntes relacionadas aos filmes
eletroativos ficam estabilizadas apds a terceira varredura de potencial. Estas varreduras \ &
para 0 EG e os EG modificados sdo mostrados na Figura 36, confirmando a modificagdo
nos eletrodos através da comparacdo entre o perfil eletroquimico na auséncia de
monbémeros (Figura 36, curva a) e os perfis eletroquimicos apds a eletrossintese,
especificamente na regido de potencial em que os filmes apresentam suas atividades

eletroquimicas (Figura 36 curva b, curva c e curva d).
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Figura 36: Voltametria ciclica do eletrodo de grafite (a) e dos eletrodos de grafite modificados
com POLI(2-HFA) (b), POLI(3-HFA) (c) e POLI(4-HFA) (d) em solucdo aquosa de HCIO40,50

mol.L*a 50 mV s™.

A modificacdo na superficie do eletrodo de grafite apds o procedimento de
eletropolimerizacdo € nitida, sendo possivel observar picos de oxidacdo e reducédo, apds
a formacdo dos filmes poliméricos nos EG, cujos intervalos de potenciais estdo em
concordancia com a literatura®°21% e sjo apresentados na Tabela 3.

Estes valores de potenciais e de correntes sdo semelhantes aos observados
durante a eletropolimerizacdo de cada um dos isdmeros (Figura 33) indicando que 0s
filmes poliméricos formados adsorvem eficazmente na superficie do EG apds serem
eletrossintetizados.

Pode ser observado também que a eletropolimerizacdo dos trés isdmeros
apresenta dois pares redox, todavia os picos estdo mais bem definidos no 2-HFA. Ja no

3-HFA e 4-HFA os picos estdo sobrepostos, conforme evidenciado no tratamento de




deconvolugdo matematicaX realizado nos voltamogramas da Figura 36, (curvas b, ¢ e d),

mostrados na Figura 37. \©

Tabela 3: Intervalos de potenciais de oxidagéo e redugdo do POLI(2-HFA), POLI(3-HFA) e
POLI(4-HFA) eletrodepositados sobre eletrodos de grafite.

Polimeros Oxidacéo Reducéo
POLI(2-HFA) | +0,30Va+055Ve 055Va+0,75V | +0,50 V a+0,25V e +0,75V a +0,50 V
POLI(3-HFA) +0,30 Va+0,75 V +0,60 Va+0,25 V
POLI(4-HFA) +0,25 V a +0,95 V +0,75Va+0,10 V

De fato, apds a deconvolucéo, nota-se que os valores de potenciais e correntes de
pico apresentam uma maior sSemelhanga nos perfis voltamétricos das
eletropolimerizagdes do 2-HFA e 3-HFA em relacdo ao 4-HFA. Possivelmente por que
os filmes derivados dos dois primeiros isomeros tém estruturas mais parecidas entre si,
sendo ambas discrepantes do filme derivado deste ultimo isomero. A Tabela 4 mostra o0s
valores de potencial de pico para os eletrodos de grafite modificados com POLI(2-
HFA), POLI(3-HFA) e POLI(4-HFA) apds a deconvolucao.

Tabela 4: Potenciais de pico dos eletrodos de grafite modicados com POLI(2-HFA), POLI(3-
HFA) e POLI(4-HFA) apds a deconvolucao.

Potencial / mV vs. Ag/AgCl
POLI(2-HFA) POLI(3-HFA) POLI(4-HFA)
Oxidacdo | Reducdo | A | Oxidacdo | Reducdo | A | Oxidagdo | Redugdo A
PICO1 480 380 100 520 450 70 550 370 180
PICO 2 650 600 50 630 620 10 750 560 190

A comparacdo dos valores de potencial para o primeiro pico de oxidacdo trés
polimeros indica que as estruturas deles podem estar relacionadas com a facilidade de
oxidacdo em ordem decrescente POLI(2-HFA) > POLI(3-HFA) > POLI(4-HFA). As
variacGes dos valores dos potenciais de pico de oxidacdo e reducdo mostram que o

POLI(4-HFA) deve apresentar uma cinética de transferéncia eletrdnica mais lenta em

K Em matematica, deconvolugio é um algoritmo capaz de reverter os efeitos da convolugio de dados

registrados por um software.




relacio ao POLI(2-HFA) e POLI(3-HFA).
reversibilidade com mais profundidade no item 4.1.5.

Retomaremos a discussdo sobre

\©
A Figura 37 mostra os potenciais dos dois pares redox caracteristicos para os trés

filmes poliméricos. Estes dois pares redox, provavelmente associados a formacdo de

polarons e bipolarons no esqueleto polimérico, semelhantes aos que ocorrem nas

eletropolimerizagdes da polianilina e do poli-2-aminobenzéico.? 214
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Figura 37: Deconvolucédo das VC dos processos de oxidacao e redugdo para o EG/POLI(2-
HFA) (A), EG/POLI(3-HFA) (B) e EG/POLI(4-HFA) (C). Resultados experimentais (o),

deconvolucéo (---) e fitagem (—).



A Tabela 5 mostra os erros estatisticos obtidos na separacdo matematica das

respostas eletroativas dos trés filmes poliméricos por deconvolucéo. \©

Tabela 5: Coeficiente de determinacdo (R® e chi-quadrado (x?) da deconvolucdo dos

voltamogras ciclicos para eletrodos de grafite modificados com POLI(2-HFA), POLI(3-HFA) e

POLI(4-HFA).

Polimeros R? - Oxidacdo | R?-Reducdo | - Oxidagdo | x°- Redugdo
POLI(2-HFA) 0,99613 0,99333 1,1 x 10* 1,3 x10%
POLI(3-HFA) 0,99829 0,99734 4,0x10° 5,0x10°
POLI(4-HFA) 0,99753 0,99963 2,0x10° 2,0x10°

Os valores de chi-quadrado (x2) mostram a dispersdo existente entre os valores
experimentais e a fitagem matematica da Figura 36, sendo que os menores valores 2
mostram uma melhor simulagdo. Outro parametro estatistico que foi avaliado na
deconvolugdo diz respeito ao coeficiente de determinagdo (R?) medindo o ajuste da
simulacdo matematica ao resultado experimental, podendo variar, percentualmente, de 0
a 1 e ao contrario do 2, quanto maior o parametro R?, mais ajustada esta a simulagio
matematica dos resultados experimentais.

Podemos observar que as simulagdes mostraram parametro R? superiores a 0,99
e parametro 2 inferiores a 10, mostrando um excelente ajuste entre as simulagdes
matematicas e os resultados experimentais, cujo significado fisico foi observado com
éxito em quatro das seis simulaces. Todavia os valores de 0,62 V e 0,56 V para o
segundo pico de reducdo do EG/POLI(3-HFA) e EG/POLI(4-HFA), respectivamente,
foram retirados dos voltamogramas dispostos nas Figuras 33B e 33C, pois apesar de um
erro estatistico baixo o significado fisico ndo esta conclusivo devido a uma intensa
sobreposicdo de seus picos de reducdo, ou seja, a deconvolucdo mostra que os dois
picos existem, todavia ndo é eficaz para separa-los devido a intensa convolucdo dos

sinais.

4.1.4 — Testes diagnoésticos por VC nos processos redox dos acidos poli-

hidroxifenilacéticos



Processos eletroquimicos podem ser considerados reversiveis, quase-reversiveis
ou irreversiveis dependendo da relagdo entre as taxas de transferéncia de elétrons (TTE) [/~
e as taxas de transporte de massa (TTM). Sistemas reversiveis apresentam TTE muito
maiores que TTM mantendo o equilibrio Nerstiano' na superficie do eletrodo. Ja nos
sistemas irreversiveis a TTM aumenta e equipara-se a TTE que ndo consegue mais
manter o equilibrio da superficie promovendo normalmente uma maior separagao entre
0s picos anddicos e catddicos dos pares redox. Um sistema reversivel pode comportar-
se como irreversivel aumentando a velocidade de varredura, todavia o estagio
intermediario denominado quase-reversivel é verificado entre ambos os processos.?'®
Um estudo de reversibilidade deve ser realizado variando a velocidade de varredura,

caso contrario, conclusdes errdneas podem ser obtidas.
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Figura 38: Voltametrias ciclicas consecutivas para o0 EG/POLI(2-HFA) (A), EG/POLI(3-HFA)
(B) e EG/POLI(4-HFA) (C)em solucdo de HCIO40,50 mol.L™Y; v =10 mVs™a 110 mvs™,

! Sistemas com comportamento nerstiano seguem a Equacéo de Nernst (E = E° — 0,0592/n log[oxi]/[red];
sendo n = numero elétrons envolvidos), para reagdes reversiveis concentragcdes das espécies oxidadas
(oxi) e reduzida (red) sdo funcdo do potencial.




A Figura 38 mostra os voltamogramas para os eletrodos de grafite modificados
com POLI(2-HFA), POLI(3-HFA) e POLI(4-HFA), em 4&cido perclérico, com §
velocidades de varredura variando entre 10 mVs™ e 110 mVs™, em intervalos constantes
de 10 mvs™,

Os sinais de corrente e potencial de pico destes materiais eletroativos adsorvidos
nos EG explicitos na Figura 38 foram obtidos automaticamente do tratamento estatistico
realizado pelo software GPES e posteriormente usados nos testes, com o intuito de
aprofundar os estudos destes materiais. Foram adotados para o EG/POLI(2-HFA) e
EG/POLI(3-HFA) um unico pico de oxidacdo e reducdo, sabendo que o mesmo € a
somatdria, ou seja, a convolucdo de dois picos, conforme discutido no item 4.1.3.

Apesar dos filmes poliméricos estarem adsorvidos na superficie do eletrodo e
estarem protonados neste pH de 0,3, sabe-se que a perda de elétrons para o eletrodo
durante o ciclo de oxidacdo (TTE) promove uma difusdo das espécies ClO4 do seio da
solucgéo para a superficie do eletrodo (TTM), fazendo com que 0s mesmos permeiem a
malha polimérica neutralizando-a. Durante o ciclo de redugéo obtivemos, exatamente o
contrario, os filmes poliméricos ao receberem os elétrons “expulsam” os ions perclorato
novamente para o seio da solu¢do (TTM). A cinética das TTE e TTM estéo relacionadas
diretamente com a estrutura polimérica discutida nos itens 4.1.10 e 4.1.11.

Os diagnosticos 1 e 2 mostram a diferenca entre os potenciais de picos anddicos

e catodicos e os potenciais de meia onda, respectivamente, conforme as equacdes 8 e 9:

Equacéo 8:
AEp = Epa — Epc

Equacéo 9:
|Ep — Epre
onde Epa é 0 potencial de pico anddico, Epc € 0 potencial de pico catddico, Ep é 0

potencial de pico e Ep € 0 potencial de meia onda, todos em milivolts (mV).

De acordo com a equacdo de Nernst para processos reversiveis em ambos 0S
diagndsticos obtém 59 mV / n, onde n é o nimero de elétrons envolvidos, sendo que
para altas TTE pode-se encontrar 29,5 mV / n. As Figuras 39 e 40 mostram os valores
obtidos nas equacgOes 5 e 6 para poli(acidos hidroxifenilacéticos) em funcéo da velocidade de

varredura (v).




Fazendo uma média aritmética dos valores obtidos de Epa — Epc para as
velocidades de varredura de 10 a 110 mV s, obtemos 74 mV e 36 mV para 0s picos 1 e =
2, respectivamente do EG/POLI(2-HFA). Ou seja, a possivel formacdo do polaron tem
uma TTE menor em relagdo a formacdo do seu respectivo bipolaron que apresenta alta
TTE, em concordancia ao reportado na literatura.? Obtemos a média de 129 mV para o
EG/POLI(3-HFA) e EG/POLI(4-HFA), todavia comparando as inclinagdes das retas,
percebemos que os valores de AE, aumentam mais para 0 EG/POLI(3-HFA) em relacdo
ao EG/POLI(4-HFA), quando aumentamos a velocidade de varredura. O aumento de
AE, ocasionado pelo aumento da velocidade de varredura é caracteristico de sistema

quase-reversivel.
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Figura 39: AE, vs. velocidade de varredura em solugéo de HClO4 0,50 mol.L ™ para eletrodos de
grafite modificados com (A) POLI(2-HFA), (B) POLI(3-HFA) e (C) POLI(4-HFA).

Na Figura 39 a amostragem de potenciais é no instante em que a oxidacdo é
méaxima. Ou seja, temos o potencial de pico, todavia o instante mais adequado em

termos do equilibrio quimico seria no potencial de meia onda.




A Figura 40 mostra a variacdo de potencial neste instante, onde observamos que
em ordem crescente de reversibilidade temos EG/POLI(4-HFA) < EG/POLI(3-HFA) < [~
EG/POLI(2-HFA). Novamente verificamos uma sensibilidade maior de incremento de
potencial em fungdo do aumento da velocidade de varredura para o EG/POLI(3-HFA),
em relacdo ao EG/POLI(2-HFA) e EG/POLI(4-HFA), que apresentam patamares
constantes de potencial em fungdo do aumento da velocidade de varredura.
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Figura 40: Ep-Ep vs. velocidade de varredura do (m) pico anddico e (A) pico catodico em
solucéo de HCIO40,50 mol.L™ para eletrodos de grafite modificados com (A) POLI(2-HFA),
(B) POLI(3-HFA) e (C) POLI(4-HFA).

A Figura 41 mostra o diagnostico 3 que evidencia a relacdo entre as correntes de
pico anddico (lpa) e catddico (lpc), onde valores iguais a 1 sdo inerentes aos processos
reversiveis.

Fazendo uma media aritmética dos valores obtidos de lpa/lpc para as velocidades
de varredura de 10 a 110 mVs?! obtemos 0,72 e 1,41 para os picos 1 e 2,

respectivamente do EG/POLI(2-HFA). Efetuando novamente uma média aritmética dos




valores obtidos para o pico 1 e 2 obtemos 1,07, confirmando que a TTE séo diferentes
para formagdo de polarons e bipolarons, todavia quando fazemos uma somatdria da [~
varredura anodica e catodica, ou seja, fazendo uma convolucdo dos picos anddicos e
catodicos obtemos uma relacdo entre lpa € lpc proxima a 1 para o0 EG/POLI(2-HFA). Isto
também foi verificado para o EG/POLI(3-HFA) e EG/POLI(4-HFA), em que a relacao

entre lpa € Ipc foi de 1,06 e 1,03, respectivamente.
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Figura 41: lpa, Ipc vs. velocidade de varredura em solucdo de HCIO4 0,50 mol.L™ para eletrodos
de grafite modificados com (A) POLI(2-HFA), (B) POLI(3-HFA) e (C) POLI(4-HFA).

A equacdo 10, mostra as relages de Randles-Sev¢éic a 25 °C para uma condi¢ao
ideal de VC, descrevendo o efeito da velocidade de varredura na corrente de pico. A
corrente de pico ndo depende apenas da concentracdo e das propriedades de difusdo das

espécies eletroativas, mas também da velocidade de varredura.

Equacéo 10:
Ip=-(2,69 x 10%) n¥2C D212




onde I, é a corrente de pico maxima em A cm?, n é o nimero de elétrons transferidos, C
é a concentragdo em mol L™, D é coeficiente de difusdo em cm? s™ e v é a velocidade [~

de varredura em V s™.

Baseado nesta equacdo o diagnéstico 4 nada mais € do que uma relacdo linear
que deve passar pela origem entre Ip e v (ou alternativamente Ip / v*? é uma
constante) para sistemas reversiveis. A Figura 42 mostra o diagndstico 4 para o
EG/POLI(2-HFA), EG/POLI(3-HFA) e EG/POLI(4-HFA).

A PICO1

4504 450 PICO 2

300 3004

150_/./././././././.,.,_!/ 150_/“/
.150-M 150'\‘\‘\‘\"\‘\
3 4 5 6 7 8 9 10 11

Ip/pA
o
1
Ip/pA
o

-300 -300

-4504 -450

3 4 5 6 7 8 9 10 11
Raiz da velocidade de varredura / mv1/2s71/2 Raiz da velocidade de varredura / mv1/2s71/2

1000 4§

500 4
750

500+

250
250

C
n
[

]
-250 1 A
-500 2504
-750

3 4 5 6 7 8 9 10 11

Ip/pA
o
Ip/pA
o

-1000+ 500

3 4 5 6 7 8 9 10 1

Raiz da velocidade de varredura / mVllzs'll2 Raiz da velocidade de varredura / mv1/2s71/2

Figura 42: Ip vs. v do (m) pico anddico e (A ) pico catédico em solugdo de HCIO,0,50
mol.L* para eletrodos de grafite modificados com (A) POLI(2-HFA), (B) POLI(3-HFA) e (C)
POLI(4-HFA).

Todos os sistemas apresentam uma boa correlacdo de linearidade com R > 0,99,
exceto para EG/POLI(4-HFA) onde obtemos R de 0,97575 e 0,98044 para 0S processos
de oxidacdo e reducdo, respectivamente. Possivelmente, essa auséncia de linearidade
pode estar associada a sua estrutura que promove uma menor difusdo das espécies

ClO4aq) € provavelmente deve proporcionar uma menor TTM e TTE.
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de HCIO40,50

do
mol.L* para EG modificados com (A) POLI(2-HFA), (B) POLI(3-HFA) e (C) POLI(4-HFA).

I,/ v12vs. Ep (m) pico anddico e (A ) pico catédico em solug

Figura 43



A menor difusdo das espécies ClO4 @ag) N0 EG/POLI(4-HFA) e EG/POLI(2-HFA)
em relagdo ao EG/POLI(3-HFA) também pode ser comparada pela inclinagdo das retas [~
explicitas na Figura 42.

A andlise da Figura 42 mostra que o EG/POLI(3-HFA) apresentou maiores
coeficientes angulares nos processos de oxidacéo e reducio, 2,44 x 10* e -2,30 x 10,
respectivamente. Com relacdo aos EG/POLI(2-HFA), 2,49 x 10° e -2,21 x 10, 2,86 x
10° e -4,45 x 10, para os picos 1 e 2, respectivamente, sendo esses valores muito
proximos aos coeficientes angulares encontrados para o0 EG/POLI(4-HFA), 9,18 x 10° e
-4,24 x 10, respectivamente.

A inclinagdo aproximadamente dez vezes maior para a matriz EG/POLI(3-
HFA), em relacdo, as matrizes EG/POLI(2-HFA) e EG/POLI(4-HFA), estdo em
consonancia com o estudo cinético discutido mais detalhadamente no final desse item.
Estas diferencas estdo associadas a estrutura tridimensional de cada polimero (ver item
4.1.10), onde o POLI(3-HFA) apresenta uma estrutura helicoidal que facilita a cinética
de difusdo dos ions ClOsag. Observando ainda as retas da Figura 42 também
verificamos que na extrapolacdo todas passam préximas a origem, e que Sseus
coeficientes lineares sdo da ordem de 10°, 10* e 10°, para o EG/POLI(2-HFA),
EG/POLI(3-HFA) e EG/POLI(4-HFA), ou seja, Ip é proporcional a v'2, mas n3o
diretamente proporcional como caracteristico de sistemas reversiveis.?® Esses
resultados também indicam que os trés sistemas sdo quase-reversivel, pois Ip aumenta
com a raiz quadrada da velocidade de varredura, mas ndo € proporcional a ela. Ainda
temas que as retas ndo passam pela origem como caracteristico de sistemas reversiveis.

Para sistemas irreversiveis 0 Ep depende da velocidade de varredura, ja para os
sistemas reversiveis ocorre o contrario, de fato, o diagnostico 5 visa relacionar o Ep com
a velocidade de varredura conforme Figura 43. A analise dos graficos comprova que o
potencial de pico para 0s sistemas acima tem um pequeno deslocamento negativo para o
Epc em fungdo da velocidade de varredura.

O diagnostico 6 é uma aplicacao direta das relac6es estabelecidas por Frederick
Cottrell que descrevem a mudanca na corrente de pico em funcdo do tempo do
experimento. A equacdo de Cottrell descreve o comportamento da corrente de espécies
que difundem do seio da solucdo até um eletrodo planar e pode ser resumida na

Equacdo 11:




Equacéo 11:
Ip=Kt*?

onde, Ip é a corrente de pico e t é o tempo em s. K=n FAC D272, K é um conjunto de
constantes para um determinado sistema, derivada do nimero de elétrons envolvido no
processo redox (n), da constante de Faraday (F), da area do eletrodo (A em cm?), da

concentracdo das espécies eletroativas (C) e seu respectivo coeficiente de difusdo (D).

A Figura 44 mostra o diagnostico 6 em que se analise a variagdo Ip vs. t'2, para
0s trés sistemas.

O tempo (t) de cada varredura foi obtido dividindo os potenciais pela velocidade
de varredura. As relacbes matematicas de funcdo poténcia sdo caracteristicas de
processos controlados por difusdo conforme verificado para os trés sistemas. Sabendo
que a quantidade de elétrons envolvidos na formacdo dos polarons e bipolarons ¢é a
mesma para 0s trés polimeros (ver item 4.1.5) e que a concentracdo das espécies
eletroativas sdo aproximadamente semelhantes (espécies eletroativas de difusdo “ions
perclorato 0,5 mol.L? e espécies eletroativas adsorvidas “filmes poliméricos”) de
maneira que a area eletroativa dos trés sistemas também seja semelhante, e que ainda
nos trés sistemas temos acido perclérico com eletrolito suporte, cujas espécies H*q) €
ClO4(aq) apresentam obviamente o mesmo coeficiente de difusdo nos trés sistemas,
entdo o valor da constante (K) € uma medida indireta da cinética de cada matriz
polimérica. A estrutura de cada polimero pode ser comparada através desta constante, ja
que a mobilidade dos ions perclorato passa a depender exclusivamente da capacidade de
permear a estrutura tridimensional de cada polimero durante as etapas de oxidacao e
reducdo destes polimeros.

A Figura 45 mostra a variacdo Ip vs. t "2 para os trés sistemas e com intuito de
viabilizar um comparativo direto entre os trés polimeros foi realizada uma convolucéo
dos dois picos bem distintos do POLI(2-HFA). Podemos observar que a cinética de
transporte de massa dos ions perclorato na malha polimérica do POLI(2-HFA) e
POLI(4-HFA) apresentam semelhantes, todavia a entrada e saida dos ions perclorato no
POLI(3-HFA) durante sua oxidacdo e reducdo, respectivamente é muito mais facilitada,
em concordéancia com o diagndstico 4 que mostrou inclinagdo para a reta Ip vs. v'/2
semelhantes para 0 EG/POLI(2-HFA) e EG/POLI(4-HFA) e dez vezes menores em
relacdo ao EG/POLI(3-HFA) discutido anteriormente.
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Figura 44: Ip vs. t*2 em solugio de HC10,0,50 mol.L™ para eletrodos de grafite modificados
com (A) POLI(2-HFA), (B) POLI(3-HFA) e (C) POLI(4-HFA).
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Figura 45: Ip vs. t *2 em solucdo de HCIO40,50 mol.L™ para eletrodos de grafite modificados
com (m) POLI(2-HFA), () POLI(3-HFA) ¢ (A ) POLI(4-HFA). (A) Oxidacio dos polimeros e
(B) reducao dos polimeros.

4.1.5 — Relacdo massa e carga dos acidos poli-hidroxifenilacéticos

A carga consumida para oxidar e reduzir os respectivos filmes poliméricos pode

ser calculada pela Equacéo 12:

Equacéo 12:

onde Q € a carga elétrica em Coulombs (C), i é a corrente elétrica em Amperes (A) et é

o0 tempo em segundos (s).

O tempo para cada ciclagem é obtido dividindo a janela de potencial pela
velocidade de varredura, ou seja, para varrer uma janela de potencial de 0,0 a 1,2 V
retornando a 0 V a 50 mVs™ sdo necessarios 48 s, em que 24 s sdo para oxidagio e 24 s
para reducdo do material. A Tabela 6 mostra as massas dos polimeros adsorvidos nos
eletrodos de grafite com a respectiva incerteza de medida e também as cargas elétricas
totais utilizadas para oxidar e reduzir estes materiais, calculadas a partir da integracdo

dos voltamogramas disponiveis na Figura 35 [corrente (LA x 10) versus potencial (V) /

&0



velocidade de varredura (Vs™)]. Calculando o coeficiente de variacio™ para os valores
resultantes da relacdo entre massa de polimero formado e adsorvido pela quantidade de
carga necessaria para oxidar e reduzir os acidos poli-hidroxifenilacéticos, obtemos
0,0003%, indicando que estatisticamente a mesma quantidade de elétrons esta envolvida

nos processos redox destes trés polimeros.

Tabela 6: Massa e carga do POLI(2-HFA), POLI(3-HFA) e POLI(4-HFA) eletrodepositados
sobre eletrodos de grafite.

Massa Carga Massa / Carga

(mg) (mC) (mg/ mC)
POLI(2-HFA) 0,24+ 0,01 7,0 0,034
POLI(3-HFA) 0,21+0,01 6,8 0,031
POLI(4-HFA) 0,15 + 0,01 4,6 0,033

Isto pode ser afirmado, por que estes resultados estdo coerentes com a Lei de
Faraday em que, a massa da substancia eletrodepositada deve ser diretamente
proporcional a quantidade de carga que atravessa a matriz polimérica imersa em um

meio eletrolitico, conforme a Equacgéo 13.

Equacéo 13:
m=K (@

Onde m é a massa eletrodepositada em gramas (g), K é a constante de proporcionalidade

e Q é a carga elétrica em Coulombs (C).

A carga Q também pode ser calculada pela Equacédo 14.

Equacéo 14:
Q=ne Na

m E uma medida de dispersio muito empregada para estimar a precisdo de experimentos. E obtido
dividindo o desvio padrdo pela média e pode ser expresso em percentual. Comumente citado como

relative standard deviation (RSD) em inglés.




onde n é o nimero de elétrons transferidos, e é a carga elementar do elétron equivalente
a -1,6 x 10%° C e Na é a constante de Avogadro equivalente a aproximadamente
6,02214129 x 10% mol™.

A Equacéo 13 aplicada aos trés sistemas mostrou uma K constante (Tabela 6),
assegurando por eletroquimica fundamental, conforme equagdo Equacdo 14 que o
mesmo numero de elétrons estd envolvido nos processos redox das trés plataformas,
como era esperado, ja que por serem isdmeros, estes polimeros devem ter estruturas
semelhantes. Portanto, é provavel que também tenham mecanismos de oxidagdo e
reducdo também semelhantes, ambos discutidos posteriormente nos itens 4.1.10 e
4.1.11.

41.6 - Influéncia dos pares redox Fe(CN)s?/Fe(CN)s* e Ru(NHs)s** no
comportamento eletroquimico dos filmes derivados de é&cidos poli-

hidroxifenilacéticos

A modificacdo dos EG com filmes eletroativos derivados dos &cidos
hidroxifenilacéticos promovem uma alteracdo nas respostas eletroquimicas dos
respectivos eletrodos. De fato, varios grupos de pesquisas vém funcionalizando
eletrodos com polimeros condutores e ndo condutores, buscando novas aplicacGes
principalmente nas areas de catalise e sensoriamento, usualmente, adicionando
nanoparticulas. Informag6es importantes das propriedades elétricas e estruturais destes
sistemas podem ser obtidas através das avaliacbes de transferéncia eletrbnica das
reacGes redox de Fe(CN)s*/Fe(CN)s* no complexo ferrocianeto/ferricianeto de potassio
(Ka[Fe(CN)s] / Ks[Fe(CN)s]) ou Ru(NHz)e** no complexo de cloreto de
hexaaminruténio ([Ru(NHz)s]Cl), ambos como sondas negativa ou positiva,
respectivamente, 213:216-226

As propriedades cinéticas de transporte ou troca iénica dos filmes poliméricos,
derivados dos &cidos hidroxifenilacéticos, foram investigadas por voltametria ciclica
que € capaz de avaliar a difusdo das espécies redox contidas nas solucdes aquosas de
ferrocianeto/ferricianeto de potassio (sonda aniénica) ou cloreto de hexaaminruténio (11)

(sonda cationica).




A Figura 46A, mostra os voltamogramas ciclicos dos eletrodos de grafite e
grafite modificados com os poli(&cidos hidroxifenilacéticos), em solu¢do aquosa de
ferrocianeto/ferricianeto de potéssio.
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Figura 46:Voltamogramas ciclicos obtidos para medidas das propriedades de troca anidnica do
eletrodo de grafite (a) e eletrodos de grafite modificados com POLI(2-HFA)(b), POLI(3-
HFA)(c) e POLI(4-HFA) (d) em solugio aquosa de (A) 5,0 mmol.L™ de KsFe(CN)s/KsFe(CN)e
contendo KCI 0,10 mol.L™ e (B) 5,0 mol.L™* de Ru(NH3)sCl, contendo KCI 0,10 mol.L"a100

mV s,

A Figura 46A, curva a (AE = 78 mV) tem um comportamento semelhante ao
perfil de controle requerido mostrado na Figura 31A, indicando que o processo de
transferéncia eletronica do par redox é controlado por difusdo. As diferencas de
potencial de oxidagdo e reducdo para os EG/POLI(2-HFA) (AE = 230 mV),
EG/POLI(3-HFA) (AE =269 mV) e EG/POLI(4-HFA) (AE > 391 mV), mostraram que




a modificacdo compromete a cinética de transferéncia eletronica das espécies Fe(CN)s*
/Fe(CN)g.

Em concordancia com estes resultados, podemos avaliar também apenas os
potenciais de oxidacdo, em que se observa nitidamente na Figura 46A, curvas b, c e d
um aumento destes em relacdo a Figura 45A, curva a, 0 que também indica que o0s
eletrodos apds terem suas superficies revestidas com POLI(2-HFA), POLI(3-HFA) e
POLI(4-HFA) dificultam o transporte ibnico da sonda anionica em concordancia com
estudo realizado por Oliveira e colaboradores.’® Este fato ndo é exclusivamente
associado a diminuicdo da area superficial do grafite em funcdo da deposicdo do
material polimérico, mas também a uma caracteristica intrinseca desta classe de
polimeros, conforme podemos observar na sequéncia o comportamento dos mesmos
frente a sonda redox positiva.

A Figura 46B, curvas b, ¢ e d que mostram uma diminui¢do do potencial de
oxidacdo e aumento das correntes de oxidacdo em relacdo a Figura 46B, curva a. 1sso
indica que as alteracbes ocorridas na superficie dos eletrodos, ap0s a
eletropolimerizacdo do 2-HFA, 3-HFA e 4-HFA, facilitam o transporte idnico da sonda
catibnica. De fato, os pares redox da Figura 45B referem-se a oxidacdo do par
Ru(NH3)s*** com consequente reducdo do par Ru(NHs)e**2*.

O EG (AE =73 mV) e os EG/POLI(2-HFA) (AE = 54 mV), EG/POLI(3-HFA)
(AE = 59 mV) ¢ EG/POLI(4-HFA) (AE = 68 mV), mostram que a modificacdo
potencializa a cinética de transferéncia eletrbnica catibnica, pois as espécies
Ru(NHs)6*"?* podem estar adsorvidas. O que pode ser evidenciado também no
decréscimo dos valores de AE da ordem de 19, 14 ¢ 5 mV apo6s as modificagdes em
relacio ao EG com POLI(2-HFA), POLI(3-HFA) e POLI(4-HFA), respectivamente.
Isso sugere uma condutivade crescente da matriz polimérica na ordem POLI(4-
HFA)<<POLI(3-HFA)<POLI(2-HFA) em concordancia com os resultados de troca
ibnica na sonda negativa.

A natureza das interacdes eletrostaticas entre os poli(acidos hidroxifenilacéticos)
e as sondas redox, pode fornecer informac6es importantes sobre a propria estrutura do
material polimérico. Estes estudos de troca idnica em pH neutro evidenciam que 0s
filmes derivados das eletropolimerizagdes dos acidos hidroxifenilaceticos apresentam
caracteristicas anibnicas, repelindo eletrostaticamente os ions de mesma carga e
atraindo eletrostaticamente os ions de carga contraria, ou seja, 0s ions catidnicos.

Observa-se concordancia entre as investigacfes aninicas e catidnicas (Figuras 46A e




46B) em relagdo aos valores de potenciais e correntes de pico e seus respectivos perfis
voltamétricos, em que POLI(2-HFA) e POLI(3-HFA) apresentam similaridades e
ambos discrepantes do POLI(4-HFA) que tem perfil voltamétrico mais proximo do EG

ndo modificado. Podemos inferir que estruturalmente, o esqueleto dos filmes de
POLI(2-HFA) e POLI(3-HFA) sdo mais parecidos entre si em relagdo ao esqueleto do
POLI(4-HFA), sendo a conformagéo tridimensional dos oligdbmeros que originam esses
polimeros, investigadas por modelagem molecular, discutidas no item 4.1.10. Potenciais
mais catddicos e maiores valores de corrente nos indicam 0s materiais que mais
facilitam a troca ionica das sondas negativa e positiva, em ordem decrescente seria
POLI(4-HFA)<<POLI(3-HFA)<POLI(2-HFA) em concordancia com os espectros de
impedancia discutidos no item 4.1.7.

Avaliando quantitativamente notamos que os perfis voltamétricos da sonda
catibnica na Figura 46B mostram que a resposta eletroquimica do EG ndo modificado
(curva a) mais proxima da curva d, em comparagdo com as curvas c e b, cerca de duas e
trés ordens de grandeza, respectivamente, sendo que este fato, além do aspecto
estrutural mencionado anteriormente, pode estar, também, associado a uma menor
quantidade de massa depositada de POLI(4-HFA) que necessita apenas de 65% da carga
elétrica necessaria para oxidar e reduzir o POLI(2-HFA) e POLI(3-HFA), conforme

discutido no item 4.1.5.

4.1.7 — Estudos de propriedades elétricas dos filmes poliméricos por espectroscopia

de impedéncia eletroquimica

O comportamento das propriedades elétricas diferenciadas do POLI(4-HFA) em
relacdo ao POLI(2-HFA) e POLI(3-HFA) foram melhor explorados por estudos de EIE,
cujos resultados em forma de Diagrama de Nyquist para o0 EG e EG/POLI(2-HFA),
EG/POLI(3-HFA) e EG/4-HFA sdo mostrados na Figura 46. No plano complexo os
graficos mostram que para o EG, Figura 47A, um circuito de Randles Rs(Qa[Rct1W1])
pode ser utilizado para simular os dados experimentais. No entanto, para os eletrodos
modificados, foi necessario uma mudanca do circuito para melhorar o ajuste da fitagem
aos resultados experimentais, isto fica evidente avaliando os graficos de Bode
disponiveis na Figura 48 em que para o EG verifica-se uma Unica constante de tempo,

ao contrario dos eletrodos modificados em que surgem duas constantes de tempo.




Os espectros de impedancia para os trés isomeros eletrodepositados sobre 0 EG
foram simulados pelo circuito equivalente representado por Rs(Qai1[RetitW1])(RetoQur2).
Os parametros representados entre parénteses sdo aplicados aos elementos associados
em paralelo e entre colchetes aos elementos associados em série conforme Figura 49.
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Figura 47: Diagramas Nyquist (Z" vs. Z ') em KCI 0,1 mol.L* contendo Ks[Fe(CN)]e /
K4[Fe(CN)]Js 5 mmol.L™ do eletrodo de grafite (-o-) e dos eletrodos de grafite modificados com
POLI(2-HFA) (-o-), POLI(3-HFA) (-0-) e POLI(4-HFA) (-A-). Epa = 0,24 V; Amplitude 10
mV; Intervalo de Frequéncia: 10° a 10 Hz. As linhas solidas representam o ajuste dos dados

experimentais a um circuito equivalente.
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Figura 48: Diagramas de Bode (log f vs. angulo de fase) dos espectros de impedancia
eletroquimica do eletrodo de grafite (-o-) e dos eletrodos de grafite modificados com POLI(2-
HFA) (-o-), POLI(3-HFA) (--) e POLI(4-HFA) (-A-). Epa = 0,24 V; Amplitude 10 mV;
Intervalo de Frequéncia: 10° a 10 Hz. As linhas solidas representam o ajuste dos dados

experimentais a um circuito equivalente.



O uso de dois circuitos para os EG modificados sugerem que 0 primeiro
conjunto [(Re,1W)Qui,1] descreve a area superficial externa do filme enquanto que o
segundo (Rc2Qui2) descreva a resposta da area superficial proxima ao grafite, ou seja,
mais interna. Neste estudo enfocaremos apenas a area externa dos polimeros, ou seja, a
interface destes polimeros com o eletrolito.

Os resultados da simulacdo dos dados experimentais sdo apresentados na Tabela
7. Os circuitos apresentaram razoaveis valores de chi-quadrado (x?), na ordem de 102 e
103, apoiando um baixo erro estatistico na simulacio dos dados experimentais. A
analise dos parametros mostram que os valores de capacitancia da dupla camada
(Qa/mF.cm?) estdo relativamente proximos entre EG e EG/POLI(4-HFA) e também
entre EG/POLI(2-HFA) e EG/POLI(3-HFA), indicando que o grafite é recoberto por
menos camadas de POLI(4-HFA), todavia possivelmente por mais camadas de POLI(2-
HFA) e POLI(3-HFA).

Os valores de resisténcia & transferéncia de carga (Re/Q.cm?) mostraram-se
aproximadamente 25 e 22 % mais altos para o POLI(4-HFA) em relagdo ao POLI(2-
HFA) e POLI(3-HFA), respectivamente.

Qq Qq),
I 1
Oo—Ar—r —O
Rs
— AN — W — AAA
Rct RCT

Figura 49: Circuito equivalente proposto para simulacdo dos dados experimentais dos eletrodos
de grafite modificados com POLI(2-HFA), POLI(3-HFA) e POLI(4-HFA).

Tabela 7: Par&metros obtidos, a partir dos resultados de simulacdo de espectroscopia de
impedancia eletroquimica para os eletrodos de grafite e eletrodos de grafite modificados com
POLI(2-HFA), POLI(3-HFA) e POLI(4-HFA).

GRAFITE | POLI(2-HFA) | POLI(3-HFA) | POLI(4-HFA)
Rs/ Q cm? 10,73 11,08 12,67 11,04
Qa/ mF cm™ 1,82 0,42 0,54 0,98
Re/ Q cm? 3,73 1242 128,2 163,3
n 0,62 0,70 0,66 0,56
x2 | (x1079) 29,1 8,5 25,4 2.8




Isto pode ser observado visualmente nos diagramas de Nyquist, precisamente
nas regibes de alta frequéncia o semicirculo aumentou o diametro no POLI(4-HFA) em
relacdo ao POLI(2-HFA) e POLI(3-HFA). Os valores mais elevados de Qa e Rctpara o
POLI(4-HFA) podem ser associados a quantidade de material e sua respectiva
resistividade, ou seja, podemos assumir que as modificagdes proporcionadas nas
eletropolimerizagdes do 2-HFA e 3-HFA sdo mais expressivas proporcionando maiores
quantidades dos polimeros POLI(2-HFA) e POLI(3-HFA) intrinsicamente mais
condutivos, ja discutidas no item 4.1.5, todavia as eletropolimerizacbes do 4-HFA
geram uma menor quantidade de polimero POLI(4-HFA) intrinsecamente menos
condutivo, em uma escala de condutividade em ordem decrescente teriamos POLI(4-
HFA)<<POLI(3-HFA)~POLI(2-HFA), estando de acordo com os resultados ja
discutidos no item 4.1.6 e que serdo discutidos no item 4.1.9. Os valores de capacitancia
da dupla camada maiores e de impedancia total menores do POLI(4-HFA) em relagéo
ao POLI(2-HFA) e POLI(3-HFA) podem estar associados a contribuicdo do EG mais
exposto apoés a eletropolimerizagdo do POLI(4-HFA).

4.1.8 — Estudo eletroquimico da estabilidade dos filmes derivados dos acidos

hidroxifenilaceticos

A estabilidade eletroquimica dos filmes derivados de acidos hidroxifenilacéticos
tem um importante papel para aplicacdo em biossensores e também para investigar
outras futuras aplicacdes destes materiais. A atividade eletroquimica foi verificada por
100 ciclos consecutivos de varredura de potencial entre +0,20 a +0,80 V em velocidade
de varredura de 30 mV s?, com o mesmo eletrdlito utilizado na eletropolimerizagao.
Pela integral dos voltamogramas obtidos, verificamos a carga necessaria para oxidar e
reduzir os filmes poliméricos na superficie do EG, ou seja, as cargas armazenadas nos
filmes foram determinadas para cada ciclo.

A Figura 50 mostra a diminuicdo da carga relativa (Qr) em funcdo do aumento
do numero de ciclos de potencial realizados. Esta perda relativa foi determinada a partir
da carga obtida pela integracdo dos voltamogramas, dada pela relacdo apresentada na

Equacéo 15:




Equacdo 15:
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onde: Qr é a carga voltamétrica relativa obtida do filme eletrogerado em %, Q1 é a

carga obtida apos a eletropolimerizacdo e Qn é a carga obtida ap6s n ciclos de potencial.

100 m
8 2 ' : : e o o
Y 22
80 ¢ ‘ ‘
60- wh
6 _ * : ; : : ® e, . o
= 401 gw Tl
20+ R
0

0O 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Ndamero de ciclos

Figura 50: Porcentagem de carga relativa dos eletrodos de grafite modificados com (m)

POLI(2-HFA), (¢) POLI(3-HFA) ¢ (A ) POLI(4-HFA) em HCIO, 0,50 mol.L™a 30 mV s™.

E observada uma perda de carga elétrica para os trés polimeros em funcdo da
diminuicdo da corrente com aumento de ciclagens. Esta diminui¢cdo da resposta
eletroquimica pode estar relacionada com a diminuicdo da extensdo de conjugacdo da
nuvem 7 de elétrons do polimero, bem como com o transporte de ions e solvente no
interior da malha polimérica, uma vez que 0s potenciais de pico permaneceram
inalterados ao longo das ciclagens e a baixas velocidades a troca idnica é mais
uniforme.

Uma comparacdo direta nos mostra uma ordem crescente de perda de carga:
POLI(3-HFA)<<POLI(4-HFA)<POLI(2-HFA), ou seja, 0 material mais estavel apos as
sucessivas ciclagens é o POLI(3-HFA) conforme mostrado na Figura 50 em que esse
material atinge um patamar entre os ciclos de nimero 40 a 80. Ainda, apds cem
ciclagens notamos perdas de carga de aproximadamente 18, 10 e 16% para o POLI(2-
HFA), POLI(3-HFA) e POLI(4-HFA), respectivamente. Estudos de estabilidade

mostraram que a matriz EG/POLI(3-HFA) foi a mais estavel entre as estudadas, retendo




mais de 90% de sua capacidade de troca de carga em experimentos de stress
eletroquimico de sucessivas ciclagens de potencial, sendo a estabilidade uma das —n

propriedades indispensaveis de matrizes para aplicagdes sensoriais.>

419 - Estudos morfolégicos dos polimeros derivados dos &cidos
hidroxifenilacéticos

A Figura 51 mostra as imagens de AFM para 0 EG e EG modificado com &cidos
poli-hidroxifenilacéticos. Visualmente podemos notar que a superficie do EG (Figura
51A) apresenta um maior numero de vales e picos em relagdo as superficies
modificadas apés a eletropolimerizagdo, todavia a superficie do EG/POLI(4-HFA)
(Figura 51D) parece estar menos alterada apos a deposicéo dos filmes poliméricos, ao
contréario do EG/POLI(2-HFA) e EG/POLI(3-HFA) (Figuras 51B e 51C). O POLI(2-
HFA) parece se acomodar melhor nos vales do EG tornando a superficie mais regular,
ao contrario do POLI(3-HFA) e POLI(4-HFA), sendo que este aspecto pode ter relacdo
direta com suas respectivas estruturas tridimensionais discutida no item 4.1.10.

A andlise dos parametros topograficos Sa", Sg° e SdgP disponiveis na Tabela 8
estdo de acordo com os aspectos visuais observados na Figura 51.

O EG tem uma superficie irregular e porosa, mas a sua rugosidade é reduzida
apos a eletrodeposicdo dos filmes poliméricos derivados dos é&cidos
hidroxifenilacéticos, em ordem crescente EG/POLI(4-HFA) << EG/POLI(3-HFA) <
EG/POLI(2-HFA), inversamente a quantidade de material formado, em ordem
decrescente POLI(2-HFA) > POLI(3-HFA) >> POLI(4-HFA), conforme mostrado no
item 4.1.5.

Os dados estatisticos de AFM indicam que as eletropolimerizacGes do 2-HFA e
3-HFA modificam mais acentuadamente a superficie do EG que tem a sua rugosidade
diminuida em aproximadamente 78% e 67%. Ja a eletropolimerizacdo do 4-HFA
modifica menos a superficie do EG em relacdo aos seus isdmeros, pois a rugosidade do

EG é diminuida em apenas 30%, sendo esses resultados concordantes com as massas

"Sa - média aritmética das alturas da superficie a partir de um plano médio.

9Sq - desvio médio quadratico da rugosidade superficial.
P Sdq - pardmetro topografico hibrido capaz de informar o valor do desvio quadratico médio para a

inclinacéo da superficie.




eletrodepositadas e com as cargas elétricas calculadas pela integracdo das areas
voltamétricas da Figura 36 necessarias para oxidar e reduzir os respectivos polimeros =y
discutidos no item 4.1.5.

Figura 51: Imagens de microscopia de forca atémica do eletrodo de grafite (A) e eletrodos de
grafite modificados com POLI(2-HFA) (B), POLI(3-HFA) (C) e POLI(4-HFA) (D).

Tabela 8: Parametros topograficos estatisticos do eletrodo de grafite e dos eletrodos de grafite

modificados com acidos poli-hidroxifenilacéticos.

Sa (nm) Sq (nm) Sdqg (um)
EG 19,11 £ 0,20 24,31 £ 0,51 0,089 +£ 0,011
POLI(2-HFA) 4,33+0,12 5,78 £0,21 0,024 +£ 0,012
POLI(3-HFA) 6,33 +0,13 7,92 + 0,08 0,037 £ 0,012
POLI(4-HFA) 13,13+ 0,11 17,20 + 0,30 0,072 £ 0,010




4.1.10 — Estudos teoricos das eletropolimerizac@es dos &cidos hidroxifenilacéticos

A Figura 52 mostra os espectros de FTIR para 0s mondmeros e seus respectivos
polimeros. Uma banda em 1170-1050 cm? ndo encontrada nos espectros dos
mondmeros, surge nos espectros dos polimeros relativa a deformacéo axial assimeétrica
de C-O-C caracteristica de éteres difenilicos.

Deformagdes axiais de C=C de anéis aromaticos em 1399 cm! estdo evidentes
em todos espectros indicando que a aromaticidade nos polimeros é preservada. Nos
espectros dos mondmeros a banda em aproximadamente 1700 cm™ caracteriza o grupo
carbonila de &cido carboxilico. Essa banda aparece com intensidade fraca nos espectros
dos polimeros, indicando que o grupo acetil esta disponivel nos filmes adsorvidos nos
EG. Uma banda larga e intensa correspondente a deformacédo axial da ligagdo O-H entre
2600 e 3700 cm? esta disponivel nos espectros de todos os polimeros. Estas
observacgdes estdo concordantes com 0s espectros ja reportados na literatura 227 e
indicam que independentemente do isomero de partida, nessa classe de polimeros
eletrossintetizados € comum a presenca de ligagcdes -[R-O-R]n-, indicando que a

ampliacdo das cadeias poliméricas ocorre preferencialmente por grupos éteres.
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Figura 52: Espectros de FTIR obtidos em pastilhas de KBr para os isbmeros do acido
hidroxifenilacético (—) e seus respectivos polimeros (—), com vinte ciclos consecutivos e
resolucdo de 4 cm™, sendo (a) 2HFA e POLI(2-HFA) e (b) 3HFA e POLI(3-HFA) e (c) 4HFA e
POLI(4-HFA).
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Estudos teoricos baseados nos dados espectroscopicos descritos acima foram
realizados com intuito de ampliar a investigacdo estrutural dessa classe de polimeros.

As discussdes a seguir referem-se a O7 como o oxigénio fendlico sendo que 0s
demais carbonos seguem a numeracdo IUPAC conforme Figura 53. A Tabela 9 mostra
as densidades de spins atdmicos calculados pelo método de Mulliken para os cations
radicais (CR) e radicais livres (R) do 2-HFA, 3-HFA e 4-HFA. Apenas densidades com
valores superiores a 0,10 s&o apresentadas.

Os valores de densidade de spin proximos de 0 e 0,5 indicam probabilidades de
elétrons emparelhados e desemparelhados, respectivamente. A Tabela 9 mostra que as
probabilidades indicadas de encontrarmos elétrons desemparelhados ndo sdo apenas
sobre os oxigénios fendlicos, mas também sobre determinados atomos de carbonos
aromaticos, sao bons indicativos dos sitios reativos para os emparelhamentos radicalares
envolvidos em cada eletropolimerizacéo.

Os cations radicais (CR) ou radicais livres (R) possiveis de serem formados na
superficie dos eletrodos de grafite durante a eletrossintese devem-se emparelhar de uma
forma geral onde podemos considerar o oxigénio fenodlico (O7) como a “cabega” dos
mondmeros radicalares. Estes se ligam aos carbonos aromaticos dos respectivos cations
radicais ou radicais, em que a posicao preferencial de ataque do (O7), nestes carbonos, €
imprescindivel para determinar a estrutura tridimensional destas macromoléculas. Para
proposta mecanistica destas eletropolimerizages torna-se necessario saber quais
carbonos aromaticos estdo envolvidos no crescimento da cadeia polimérica. Nesta
discussdo procurar correlagdes entre a quimica organica e a fisico-quimica ajuda-nos
significativamente. Ou seja, quais o0s carbonos do anel aromatico tém elétrons
disponiveis para emparelnamento através das possiveis estruturas de ressonancia dos
cations radicais (Figura 53) e seus respectivos spins disponiveis na Tabela 9.

Os valores de densidade de spin observados sobre C1 sdo devido a sua ligacdo
com 0 grupo acético em que deve ocorrer a reconstituicdo da aromaticidade dos anéis,
durante a formacdo de cada filme polimérico. Todavia a possibilidade da posicdo C1
estar relacionada com o crescimento da cadeia é descartada, uma vez que 0 mesmo nao
pode ser sitio reativo devido ao impedimento estérico provocado pelo volumoso grupo
acetato. As estruturas de ressonancia do 2-HFA-CR (Figura 53), mostram possibilidades
para o elétron desemparelhado estar sobre os carbonos arométicos das posicoes 2, 3 e 5,
concordantes com os valores de densidade de spin, todavia o emparelhamento de

elétrons no C2 é pouco provavel uma vez que o mesmo esta impedido espacialmente

)
en



por estar ligado na hidroxila, resultando entdo nas posicbes C3 e C5 as maiores
possibilidades de emparelhamento de elétrons cujos valores de densidade de spin sdo —p
0,19 e 0,43, respectivamente.

Tabela 9: Densidades de spin atdmicas Mulliken para os acidos hidroxifenilacéticos usados

como mondmeros de partida nas eletropolimerizacdes.

o o Densidades de Spin
Espécies Intermediarias o1 = o3 i o 6 57
2-HFA-CR 0,21 | 0,15 | 0,19 - 0,43 - 0,25
2-HFA-R 0,30 - 0,26 - 0,39 - 0,36
3-HFA-CR - - 0,23 | 0,18 - 0,46 | 0,18
3-HFA-R 0,13 | 0,22 - 0,22 - 0,27 | 0,62
4-HFA-CR 0,38 - 0,34 - 0,34 - 0,15
4-HFA-R 0,43 - 0,34 - 0,34 - 0,41
70—H LS H (o|—H
2 R . . R C3=0.9 R
7 -le
6 e - - P .
g C5=0.43" J
70—H * ot +
Lo H | A{O—H
N 5 -le” C4=01 | |
: 1 < > - -
R
6 C6=0.46 J R R
o—H (6 O|+—H (o|+—H
4
5 3 -1e C5= 0 (?3:0.12
6 2 I - - e
1
R R

Figura 53: Estruturas de ressondncia para os cations radicais do 2-HFA, 3-HFA e 4-HFA.




O emparelhamento do 2-HFA-CR com outro cétion radical ou radical ou com
um mondmero neutro para formar o POLI(2-HFA) pelo C3 originaria uma estrutura —p
poli-aril-éter com uma organizagdo simétrica evidente de seus monémeros, empilhados
por interacdes pi entre os anéis aromaticos e ligaces de hidrogénio consecutivas entre
0S grupos acéticos, projetados para o exterior da cadeia poli-aril-éter. Interessante, é
ressaltar que a energia interna livre calculada para estes decameros de POLI(2-HFA) ¢é
de 675 KJ/mol, ou seja, um pouco menor que a do decamero formado pelo C5 que foi
de 1078 KJ/mol, em qualquer nivel de célculo, embora nesta ultima posi¢do tenhamos
uma maior densidade de spin.

As estruturas de ressonéncia do 3-HFA-CR mostram possibilidades para o
elétron desemparelhado estar sobre os carbonos aromaticos das posicdes 2, 3, 4 e 6,
também concordantes com os valores de densidade de spin.

Todavia os emparelhamentos de elétrons no C2 e C3 sd0 menos provaveis, pois
invibializariam o retorno da aromaticidade e ainda estdo mais impedidos espacialmente,
0 C2 por estar localizado entre ambos os substituintes e o C3 por estar ligado na
hidroxila, restando entdo as possibilidades mais provaveis de emparelhamento pelo C4 e
C6, cujas densidades de spin sdo 0,18 e 0,46, e as energias interna livre de 967 KJ/mol e
495 KJ/mol, respectivamente.

As estruturas de ressonancia do 4-HFA-CR mostram possibilidades para o
elétron desemparelhado estar sobre os carbonos aromaticos das posices 3, 4 e 5,
concordantes com os valores de densidade de spin, todavia C4 esta mais impedido
espacialmente em relacdo ao C3 e C5, por estar ligado na hidroxila, restam entdo as
possibilidades de emparelhamento pelo C3 e C5, cujas densidades de spin para ambos é
0,34, confirmando a simetria da molécula estabelecendo uma Unica possibilidade de
estrutura tridimensional semelhante com a politiramina,® cujo cation-radical ou radical
pode se ligar aos atomos de carbono na posicao orto em relagdo a hidroxila (C3 ou C5),
neste caso, adquirindo uma conformacdo que favorece as ligacGes de hidrogénio entre
0S grupos acéeticos num arranjo mais desordenado, levando a um carater mais passivante
do POLI(4-HFA), em relacdo aos POLI(2-HFA) e POLI(3-HFA).

A resisténcia a transferéncia dos espectros de impedancia (Figuras 47 e 48), vem
corroborar com esta conclusdo, uma vez que 0 maior ordenamento no crescimento do
polimero (linear ou helicoidal), proporciona uma maior condutibilidade elétrica,
indicadas por uma menor resisténcia a transferéncia de carga para o POLI(2-HFA) e
POLI(3-HFA) em relacdo ao POLI(4-HFA), mostradas na Tabela 7.




dec4 —-HFA-C3 =C5

Figura 54: Decadmeros otimizados dos acidos hidroxifenilacéticos por DFT através da obtencéo
das estruturas conformacionais de minimos globais de energias pelo método de Monte Carlo.
dec2-HFA (A), dec3-HFA (B) e dec4-HFA (C).



Estes resultados apresentam boa concordancia entre 0s aspectos organicos e
fisico-quimicos tedricos, ou seja, 0 crescimento da cadeia POLI(2-HFA) via C3 elou —x
C4, POLI(3-HFA) via C4 e/ou C6 e POLI(4-HFA) via C3=C5 sugerem a formacéo de
polimeros com algumas semelhancas e algumas diferencas, cujos decameros modelados
por DFT sdo mostrados na Figura 54.

A diferenca de energia dos decameros é muito pequena para discriminar as
posicdes C3 e/ou C4 no POLI(2-HFA) e C4 e/ou C6 e POLI(3-HFA). De fato, para
discriminacdo destas posicGes, precisariamos de diferencas consideraveis de energia, de
2 a 10 ordens de grandezas. Em sintese, uma analise das caracterizagdes eletroquimicas
e morfoldgicas associadas aos estudos tedricos, demonstram que a eletropolimerizagédo
do POLI(2-HFA) deve ocorrer preferencialmente pelo C5, que possui uma maior
densidade de spin, promovendo a formagdo de uma estrutura helicoidal. Todavia, a
eletropolimerizacéo via C3 formando uma macromolécula mais linear e mais condutora,
pode ocorrer possivelmente em uma menor escala.

A eletropolimerizacdo do POLI(3-HFA) deve ocorrer preferencialmente pelo
C6, originando uma estrutura polimérica helicoidal muito semelhante a do POLI(2-
HFA). Essa semelhanca estrutural explica as semelhancas obtidas entre os dois
polimeros observadas principalmente na caracterizacdo eletroquimica. A outra
possibilidade para eletropolimerizacdo do POLI(3-HFA) pelo C4 também pode ocorrer,
mas € menos provavel, pois tem uma menor densidade de spin neste. Ainda, a
eletropolimerizacdo do POLI(3-HFA) via C4 proporcionaria uma estrutura mais caotica
e menos condutora que deveria ser semelhante a do POLI(4-HFA) cujas propriedades
eletroquimicas e morfoldgicas sdo muito discrepantes do POLI(2-HFA) e POLI(3-
HFA).

4.1.11 - Mecanismos propostos para eletropolimerizacbes dos acidos

hidroxifenilacéticos

O mecanismo de eletropolimerizacdo, de maneira geral, pode envolver um misto
de etapas eletroquimicas e quimicas, sendo que a primeira delas € a iniciacdo promovida
pela aplicacdo de um potencial positivo gerando uma oxidacdo eletroquimica dos
mondmeros conforme discutido no item 4.1.2. Sabemos que o cétion radical ou radical
formado é energeticamente muito instavel, sendo possivel que os acoplamentos

monoméricos ocorram instantaneamente, logo apds a formacdo das espécies




intermediérias. Nesse sentido, visando ampliar a investigacdo foram realizados
experimentos de VOQ e VC, sucessivamente, cujos voltamogramas sao mostrados na <y
Figura 55.

Verifica-se na primeira varredura da Figura 55A, que o pico de oxidacdo em
1,04 V referente a oxidagdo do 2-HFA, embora seja uma VOQ seu potencial de
oxidacdo caracteristico permanece inalterado em relagdo ao que observamos na primeira
ciclagem de VC para a formagdo do POLI(2-HFA) evidenciado na Figura 32A.
Imediatamente apds esta varredura, aplicou-se novamente outra VOQ, todavia iniciando
em 0,3 V quando € observado que antes de atingirmos novamente o potencial de pico de
oxidacdo do mondmero surgem dois picos caracteristicos do POLI(2-HFA) (ver Figura
33B) nos potenciais aproximados de 0,49 V e 0,67 V (segunda varredura da Figura 55),
ou seja, apés a oxidacdo em 1,04 V ocorre a nucleacdo através dos cations radicais ou
radicais e a consecutiva propagacdo promovendo o crescimento da cadeia polimérica
neste potencial.

Para confirmacdo em outro EG, apds a oxidacdo do monémero por VOQ foi
realizada uma VC apenas em HCIO4 (aq entre os potenciais de 0 V e 1,2 V cujo

voltamograma esta disponivel no inserto da Figura 55.
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Figura 55: Voltamograma de onda quadrada: Primeira e segunda varredura do 2-HFA em EG.
Voltametria ciclica: Terceira varredura do 2-HFA eletropolimerizado em EG. Parametros:
VOQ (Amplitude: 0,02 V, Incremento: 0,005 V, Frequéncia: 30 Hz) e VC (v =50 mV s™).
Eletrélito suporte: HCIO4 0,5 mol. L contendo 2,5 mmol.L* de 2-HFA (ndo adicionado na

terceira varredura).




Os sinais caracteristicos do POLI(2-HFA) eletroativo sdo evidenciados, pelo
surgimento de seus dois pares redox bem definidos e caracteristicos identificados —x
durante a sua respectiva eletropolimerizacdo (ver Figura 33A) e consecutiva resposta
em HCIOaq), apds modificacdo (ver Figura 36, curva b), comprova que apos nuclear e
crescer em torno de 1,04 V o material polimérico fica adsorvido no EG. Os baixos
valores de correntes em torno de 20 a 40 uA do inserto da Figura 55, em relagcdo aos
350 a 450 pA (ver Figura 36, curva b) diz respeito ao nimero de camadas, certamente o
voltamograma do inserto da Figura 55 representa um material com poucas camadas de
POLI(2-HFA), enquanto que o voltamograma da Figura 36, curva b, provavelmente,
representa um material com vérias camadas de POLI(2-HFA) em funcéo dos 100 ciclos
de potencial para crescimento, como evidenciados na Figura 33A.

A proposta de um mecanismo de eletropolimerizacdo requer o conhecimento
prévio do numero de elétrons envolvidos na oxida¢do dos mondmeros.

Técnicas como a VC podem ser empregadas para esta finalidade, todavia a
voltametria de onda quadrada (VOQ) é mais adequada para sistemas totalmente
irreversiveis.??82%% Nesses sistemas costuma-se observar apenas o pico catodico ou
anodico, conforme observado na Figura 33, o crescimento de todos os filmes
poliméricos derivados dos acidos hidroxifenilacéticos mostraram a auséncia de pico
catddico, para 0s respectivos monémeros.

Figura 56 mostra os voltamogramas de onda quadrada para a oxidacdo dos trés
isdmeros derivados dos acidos hidroxifenilacéticos nos potenciais entre 0,8 e 1,2 V em
diferentes frequéncias de aplicacdo de pulso.

Também, na Figura 56, € possivel observar a relacdo entre as correntes de pico e
as respectivas frequéncias aplicadas, ja que outra caracteristica dos processos redox
irreversiveis diz respeito a relacdo linear existente entre as correntes e suas respectivas
frequéncias, como podemos comprovar. Este comportamento ocorre para 0S trés
isbmeros, ou seja, a auséncia dos picos redox catodico para 0s mondmeros e a
linearidade entre as frequéncias de aplicacdo de pulso e as correntes de pico nos
garantem que a oxidacdo monomérica dos derivados dos acidos hidroxifenilacéticos sdo
processos oxidativos irreversiveis, cujos produtos desta oxidacdo sdo o POLI(2-HFA),
POLI(3-HFA) e POLI(4-HFA) adsorvidos no EG, todavia isso ndo tem qualquer
consequéncia sobre o processo de oxidagdo monomérica, ja que ela é totalmente

irreversivel.
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Figura 56: A esquerda, voltamogramas de onda quadrada para oxidagio de 2-HFA (A), 3-HFA
(B) e 4-HFA (C). Amplitude: 0,02 V, Incremento: 0,005 V, Frequéncia: 1, 5, 15 e 25 Hz,
Eletrolito suporte: HCIO4 0,5 mol.L™ contendo 2,5 mmol.L™ de 2-HFA, 3-HFA e 4-HFA (v =
50 mV s*, Eletrolito suporte de HC1O4 0,5 mol. L™). A direita, parametros de regresséo linear

da curva Ip vs. f.

Para calcularmos o niamero de elétrons envolvidos na oxidacdo anddica de cada

mondmero usou-se a Equacao 16.

100



Equacdo 16:
Ep

2,3RT

A =
log f = 2naF

onde: Ep é o potencial de pico, f frequéncia, R é a constante dos gases ideais, T é a

temperatura, n é o nimero de elétrons, o € o coeficiente de transferéncia eletronica e F é

a constante de Faraday.???%

Y =1.01084 + 0.04634 X
R =0.99912
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Figura 57: Pardmetros de regressao linear da curva Ep vs. log f obtidos dos voltamogramas de
onda quadrada para (A) 2-HFA, (B) 3-HFA e (C) 4-HFA. Amplitude: 0,02 V, Incremento:
0,005 V, Frequéncias: 1, 5, 15 e 25 Hz, Eletrdlito suporte: HCIO4 0,5 mol.L™ contendo 2,5

mmol.L™ de 2-HFA, 3-HFA e 4-HFA.

O quociente a esquerda da igualdade pode ser obtido pela tangente da reta Ep vs.

log f e 0 quociente a direita da igualdade pode ser resumido em + 0,0295 /na para R =
8,314 JK'mol?, T = 298,15 K e F = 96485,3399 C. O sinal positivo ou negativo esta

relacionado com a inclinagdo durante a oxidagéo e reducdo, respectivamente. A Figura

57 mostra as relagdes entre Ep e log f obtidas para a oxidagdo dos monémeros 2-HFA,
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3-HFA e 4-HFA, respectivamente, por VOQ em diferentes frequéncias, extraidas da
Figura 56.

Aplicando os coeficientes angulares na Equacdo 16, obtemos que n = 1, ou seja,
os acidos hidroxifenilacéticos perdem um elétron na oxidagdo anddica por unidade
monomérica, conforme ilustrado na Figura 53, com um coeficiente de transferéncia
eletronica (o) de 0,58, 0,64 ¢ 0,65, respectivamente, para o 2-HFA, 3-HFA e 4-HFA. O
valor maior de o para o 4-HFA estd concordante com o menor potencial de oxidagdo
necessario para oxida-lo conforme discutido no item 4.1.2.

A perda de um elétron nos monémeros gera os cations radicais que se acoplam
formando os dimeros, que sdo possivelmente reoxidados e encontram mais espécies de
cations radicais ampliando para trimeros e sucessivamente promovendo 0 crescimento
da cadeia polimérica através de acoplamentos radicalares, semelhante ao proposto por

Benyoucef e colaboradores.?'4
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Figura 58: Voltamogramas de eletropolimerizacdo de 2,5 mmol.L™ de 3-HFA em presenca de:
(A) oxigénio molecular, (B) nitrogénio molecular e (C) oxigénio molecular na auséncia de 3-
HFA em HCIO4 0,5 mol. La v=50mV s™.
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A saida de mais um elétron do cétion radical levaria a formagdo de um cétion,
sendo que essa hipotese € descartada, pois além de encontrarmos pelos experimentos de
VOQ apenas a perda provavel de um dnico elétron. Estudos envolvendo o —
borbulhamento de oxigénio molecular no nacleo reacional (Figura 58), demonstraram
inibir inicialmente a polimerizacdo do POLI(3-HFA), como é comum em reacfes que
envolvem emparelhamento de elétrons (Figura 59). N&o ocorreira a inibi¢éo se houvesse
a formacdo de cations.

A Figura 58 mostra os voltamogramas obtidos para eletropolimerizagdo do 3-
HFA em atmosferas de oxigénio molecular (Figura 58A) e de nitrogénio molecular
(Figura 58B).

. P3HFA - N, - Oxidagéo
600 A 0,50{ B - ¢

400 B / \
- 0,481 a- -/
=
200 y _/'/ s A -4
. 0,46 - s P3HFA - O, - Oxidag&o
P3HFA - N, - Reducdo

Y 0,44
-200- 3 NN
bt
S e BONAN
,42 1 v-v,
-4004 = ] \7 v-v-v.

Corrente / pA

- - ./. \v vv. v v /v
600 = 0404 ¥ P3HFA - O, - Redug&o
0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 8 100
Numero de ciclos Ndmero de ciclos
0,08 ;
c A
0,07 4 /
' P3HFA / Np /\//

O S-0-C-A o

el

0,06 1

0,05 - o /
% 004 X/
044 A
Al O/
0,03
’ /)/\‘ P3HFA/ O,

0,024 il

0,01 T T T
60 80 100

Numero de ciclos

Figura 59: (A) Ip vs. numero de ciclos na eletrossintese do POLI(3-HFA) na presenca de
oxigénio molecular (---) e nitrogénio molecular (—). (B) Ep vs. nimero de ciclos para o POLI(3-
HFA) na presenca de oxigénio molecular (- A -) oxidacéao e (- ¥ -) reducéo; na presenca de
nitrogénio molecular (-m-) oxidagao e (-e-) reducao. (C) 6E vs. niumero de ciclos na

eletrossintese do POLI(3-HFA) na presenca de oxigénio molecular (-o-) e nitrogénio molecular

(-A-).




A diferenga mais notoria diz respeito a uma onda observada em -0,34 V relativa
a reducdo de oxigénio em meio acido. Foi possivel, também, observar esta onda em - —
0,34 V, no voltamograma da Figura 58C, quando €é adicionado oxigénio molecular no v
eletrdlito suporte de HCIO4 (aq), na auséncia de monémero.

A Figura 59A mostra os valores de corrente de pico para oxidagédo e reducéo do
POLI(3-HFA) apds os sucessivos ciclos voltamétricos. Observamos que até o vigésimo
ciclo as correntes de POLI(3-HFA), em meio de nitrogénio molecular sdo superiores as
correntes do POLI(3-HFA) em meio de oxigénio molecular, o que demonstra,
claramente que, enquanto esse oxigénio ndo €é consumido ocorre interferéncia
consideravel na eletropolimerizacdo. Concluindo que, ndo ocorre ataque nucleofilico do
oxigénio fendlico sobre cations e sim, acoplamento de cations radicais ou radicais, entre
Si.

A Figura 59B mostra que os valores de potencial de pico para oxidacdo e
reducdo do POLI(3-HFA), apos as sucessivas ciclagens. Podemos perceber que até o
vigésimo ciclo, o POLI(3-HFA) eletropolimerizado em meio contendo oxigénio
molecular oxida e reduz em potenciais mais elevados do que o POLI(3-HFA),
eletropolimerizado em nitrogénio molecular, todavia ap6s o ciclo 20 ocorre uma
inversdo. A Figura 59C mostra a variacdo de potencial de oxidacao e reducdo em fungéo
do numero de ciclos, onde percebemos que até o ciclo 20 o POLI(3-HFA) em oxigénio
molecular mostra-se mais reversivel do que o POLI(3-HFA) eletropolimerizado em
nitrogénio molecular, todavia apos o ciclo 20 ocorre uma inverséo.

Estudos de pKas dos monémeros antes e ap0s a perda de um elétron foram
realizados por ciclos termodinamicos tedricos, sendo seus valores disponibilizados na
Tabela 10.

Tabela 10: Valores de pKas tedricos para os isdmeros derivados dos acidos hidroxifenilacéticos

e seus cations radicais.

Isdmeros Cations radicais
*pKay **pKaz pKay pKaz
2-HFA / 2-HFA-CR 4,64 10,00 3,80 8,50
3-HFA / 3-HFA-CR 4,32 9,99 3,71 8,38
4-HFA / 4-HFA-CR 4,48 9,67 4,03 8,23

*pKa 1 =-CH2-COOH. ** pKa 2 = -OH.
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Figura 60: Mecanismo de eletropolimerizacdo para POLI(2-HFA) via C3 (A) e C5 (B).
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Figura 62: Mecanismo de eletropolimeriza¢do para POLI(4-HFA) via C3 ou C5.

Os valores encontrados na literatura para o pKaz do 2-HFA, 3-HFA e 4-HFA sdo
4,17, 4,21 e 4,50, respectivamente.?®! Estes resultados mostram uma boa aproximacéo,
aos calculados teoricamente, o que torna confiavel os valores calculados de pKas para
0s cations radicais. Sendo pKaz relativo ao substituinte acético, e pKa relativo ao
substituinte fendlico. A desprotonacdo do cation radical, que leva a formacdo de um
radical, apenas ocorreria acima de pH 8, todavia o pH de eletrossintese estd em
aproximadamente 0,3. Ou seja, durante a eletrossintese, ndo ocorre a formacdo de
radicais e sim, o provavel acoplamento entre os cations radicais, levando ao crescimento
da cadeia polimérica.

A proposta para 0 mecanismo de polimerizacdo dos HFAs pode ser dividida
basicamente em trés etapas: eletrooxidacdo dos mondmeros; acoplamento de céations
radicais envolvendo os carbonos aromaticos e o oxigénio fendlico e a consecutiva perda
de prétons para reconstituir a aromaticidade.

A etapa de propagagdo da polimerizacdo é determinada a partir da reoxidagdo

dos oligdbmeros durante os ciclos de potencial na superficie do eletrodo de grafite em




potenciais cada vez menores devido a formacdo de um material eletroativo. A seguir
esses cations radicais de oligomeros sdo reoxidados e acoplam-se aos cations radicais de —
outros mondmeros presentes no meio reacional; A etapa de terminacdo ocorre apds v
cessar os ciclos de potencial. As Figuras 60, 61 e 62, mostram as propostas mecanisticas

para a formacéo dos POLI(2-HFA), POLI(3-HFA) e POLI(4-HFA), respectivamente.

As interagdes entre os cétions radicais podem ocorrer nos carbonos 3, 4, 5 e 6
(&tomos com maiores densidade de spin) para os trés mondmeros conforme
demonstrado na Figura 53 o que altera consideravelmente a estrutura espacial dos
polimeros conforme demonstrado na Figura 54, todavia 0s mecanismos abaixo sugerem
nos anéis aromaticos as posicées C3 e C5 para o POLI(2-HFA), possivelmente com
menor e maior rendimento de eletrossintese, respectivamente, e C4 e C6 para o POLI(3-
HFA), também possivelmente com menor e maior rendimento de eletrossintese,

respectivamente, conforme discutido detalhadamente no item 4.1.10.

4.1.12 — Estudos de imobilizacdo das bases nitrogenadas nos polimeros derivados

dos acidos poli-hidroxifenilacéticos

A oxidagdo eletroquimica de acidos nucléicos naturais e sintéticos tem sido
amplamente estudada em varios substratos, como eletrodos de grafite pirolitico, grafite
espectroscopico impregnado com parafina, carbono vitreo e outros. A oxidacdo da
guanina e adenina envolve duas etapas, ocorrendo em cada uma delas, a perda de dois
elétrons e dois prétons, todavia a primeira etapa € determinante para a velocidade da
reacdo. A Figura 63 apresenta 0s mecanismos de oxidacdo para guanina e adenina.?

A deteccdo direta dos processos de hibridizacdo, para a imobilizacdo de
oligonucleotideos é baseada nos sitios de oxidacdo das bases presentes ao longo do
oligonucleotideo utilizado. E bem conhecido que dentre as bases do DNA, a 2-amino-6-
hidroxipurina (guanina) e a 6-aminopurina (adenina) sdo as mais utilizadas como
marcadores, por apresentarem 0s menores potenciais de oxidagdo. Os sitios de oxidacdo
para essas bases nitrogenadas, sdo mostrados na Figura 64. La-Scalea e colaboradores??
mostraram a evolucdo do estudo e determinacdo eletroquimica de acidos nucléicos ao
longo dos anos, iniciando com o uso dos eletrodos de mercurio e hoje os recentes
avangos no desenvolvimento de eletrodos modificados com DNA fazendo uso das
nanoparticulas. O mecanismo de oxidacdo para cada base nitrogenada separada foi

descrito por Peng e colaboradores,?342%
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Figura 64: Pareamento Watson-Crick de bases e seus sitios de oxidagao e reducdo no DNA.

(O) sitios de oxidacdo para guanina e adenina e ([) sitios de reducao para a guanina, adenina e

citosina.?%2%

A Tabela 11 mostra os potenciais de pico das bases nitrogenadas isoladas em EG
modificados com os poli(acidos hidroxifenilacéticos) em tampéao acetato (pH 4,0) e

tampdo fosfato (pH 7,0). Nestes valores de pH, devem ocorrer modificagdes estruturais

nos polimeros e nas bases nitrogenadas justificando assim a investigacao.
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Tabela 11: Potenciais de oxidagdo de bases nitrogenadas imobilizadas, isoladamente, nos
eletrodos modificados com &cidos poli-hidroxifenilacéticos.

Potencial / V vs. Ag/AgCI

Guanina Adenina Timina Citosina

Acetato | Fosfato | Acetato | Fosfato | Acetato | Fosfato | Acetato | Fosfato
POLIC 1 995 | 076 | 131 | 108 | 138 | 120 | 155 | 133
HFA)
POLIG- 1 992 | 070 | 128 | 100 | 138 | 115 | 151 | 131
HFA)
POLIG- 1 092 | 076 | 122 | 105 | 132 | 119 | 155 | 1,34
HFA)

Como no estudo de imobilizacdo de bases nitrogenadas em EG modificados com
poli-aminofendis realizado por Franco, D. L. e colaboradores,® os potenciais de
oxidacdo das bases nitrogenadas imobilizadas em EG modificados com poli(acidos
hidroxifenilacéticos) mostraram uma pequena variacao dependente da natureza quimica
do polimero e uma variacdo significativa em funcdo do pH. Em tampéo acetato (pH
4,0), para todos EG modificados com poli(acidos hidroxifenilacéticos), os picos de
oxidacdo de guanina estdo entre 0,92 V e 0,96 V, ja nas detec¢cdes em tampdo fosfato
(pH 7,0), estes picos aparecem entre 0,70 V e 0,76 V, verificamos que ela tem a sua
oxidacao facilitada em pH 7,0. O pico de oxidacéo da adenina também muito usado para
0 monitoramento de genossensores tem a sua oxidacdo nas matrizes de poli(acidos
hidroxifenilacéticos) variando entre 1,22 V e 1,31 V em tampdo acetato, ja em tampao
fosfato varia entre 1,00 V e 1,08 V. Em relacdo ao potencial de oxidacdo da timina e da
citosina, um comportamento semelhante é observado. Ou seja, 0 potencial do pico de
oxidacdo de todas as bases nitrogenadas, em tampdo acetato, foi maior do que o
potencial do pico de oxidacdo em tampdo fosfato. Este comportamento era esperado
uma vez que em meio 4cido as bases nitrogenadas estdo protonadas dificultando a
transferéncia de elétrons. Ao contrario, em meio neutro os elétrons estdo livres,
facilitando assim o processo de oxidacdo. Em termos de analise clinica, a detec¢do das
bases nitrogenadas € mais adequada em tampdo de fosfato, que apresenta pH
fisiologico. 91238241

A Figura 65 mostra 0 comportamento voltamétrico da mistura das bases de
puricas e pirimidicas imobilizadas nos EG modificados com poli(acidos

hidroxifenilacéticos), em tampdo fosfato, pH 7,0.
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Um tratamento matematico de deconvolucdo foi necessario para a perfeita

separacdo dos picos de oxidagdo das quatro bases nitrogenadas.
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Figura 65: A esquerda, voltamogramas de pulso diferencial dos eletrodos de grafite
modificados com POLI(2-HFA) (A), POLI(3-HFA) (B) e POLI(4-HFA) (C), contendo guanina,

G, (2 mmol.L™Y), adenina, A, (2 mmol.L™), timina, T, (20 mmol.L™) e citosina, C, (20 mmol.L"

1. Eletrolito: tampéo fosfato 0,1 mol.L™. v =20 mV s™. A direita, deconvolugio dos

voltamogramas de pulso diferencial dos eletrodos de grafite modificados com POLI(2-HFA)
(A), POLI(3-HFA) (B) e POLI(4-HFA) (C). Resultados experimentais (©), deconvolug@o (----)

e fitagem (—), R?> 0,99948 e 32 < 3,25 x 10° para todas as fitagens.



A Tabela 12 mostra os potenciais de oxidagdo encontrados no estudo da mistura
das bases nitrogenadas, onde se observa que nao ocorreram alteraces significativas em —
relacdo aos potenciais detectados nas bases nitrogenadas isoladamente disponiveis na v
Tabela 11. A citosina € a base nitrogenada mais dificil de detectar. As curvas
experimentais disponiveis na Figura 65 obtidas pela imobilizacdo das bases
nitrogenadas ap6s lavagem, posterior ao tratamento de deconvolugdo, mostram que 0s
sinais de correntes e de amplitudes de correntes dos picos de oxidacdo para as quatro
bases nitrogenadas, tém valores mais altos para o POLI(3-HFA) em relacdo ao POLI(2-
HFA) e ao POLI(4-HFA), conforme Tabela 13.

Tabela 12: Potenciais de oxidacdo de uma mistura das bases nitrogenadas imobilizadas em

eletrodos de grafite modificados com acidos poli-hidroxifenilacéticos.

Potencial / V vs. Ag/AgClI
Guanina Adenina Citosina Timina
POLI(2-HFA) 0,72 1,03 1,18 1,32
POLI(3-HFA) 0,74 1,06 1,17 1,33
POLI(4-HFA) 0,75 1,09 1,20 1,35

Os valores de amplitude de corrente disponiveis na Tabela 13, podem ser
explicados em fungdo da maior condutividade do POLI(2-HFA) e POLI(3-HFA) em
relacio ao POLI(4-HFA), mas ao comparamos 0s valores para 0 POLI(2-HFA) e
POLI(3-HFA), percebemos uma maior retencdo das bases nitrogenadas no POLI(3-
HFA). Possivelmente, relacionada com as interacfes intermoleculares entre o polimero
e as bases nitrogenadas, em que sua estrutura preferencialmente em espiral, deve ter um
papel fundamental (Figura 54) para a melhor retencdo. Em contrapartida, a estrutura
tridimensional mais desordenada do POLI(4-HFA) deve promover uma interacdo menos
efetiva com as bases nitrogenadas. Consequentemente, ocorre um maior lixiviamento
durante a etapa de lavagem, justificando assim uma menor retencdo destas moléculas e
um maior lixiviamento durante as etapas de lavagem, evidenciadas nos menores valores
de correntes.

A atividade eletroguimica da guanina e adenina sdo preferencialmente
exploradas no monitoramento de sinal em genossensores.?*°24t  Comparando os sinais
de corrente destas bases, verificamos que o EG/POLI(2-HFA) e EG/POLI(4-HFA),
atingem apenas 66 % e 65 %, respectivamente, do sinal do EG/POLI(3-HFA) em



relacdo a Guanina. Analogamente, em relacdo a Adenina, apenas 81 % e 38 %, e por
esse motivo o eletrodo de grafite modificado com POLI(3-HFA) foi a matriz —
selecionada dentre as trés para o desenvolvimento do genossensor para diagndstico de v
DNA gendmico de Neisseria meningitidis.

Tabela 13: Amplitude de corrente nos picos de potenciais de oxidacdo da mistura das bases
nitrogenadas imobilizadas em eletrodos de grafite modificados com acidos poli-

hidroxifenilacéticos.

Amplitudes das correntes de pico / pA
Guanina Adenina Timina Citosina
POLI(2-HFA) 17,96 176,78 125,89 131,18
POLI(3-HFA) 27,17 211,51 198,42 187,90
POLI(4-HFA) 17,52 81,29 99,75 50,59

4.1.13 — Estudos de imobilizacdes de biomoléculas

A sensibilidade, seletividade e estabilidade de um biossensor estdo diretamente
associadas com a etapa da imobilizacdo de biomoléculas sobre a superficie do eletrodo
ou do eletrodo modificado.

A imobilizacdo adequada de biomoléculas pode ser realizada através de
controles quimicos, como por exemplo, 0 pH e o ponto isoelétrico. Esses controles,
podem garantir a maior cobertura da superficie analitica, aumentando a capacidade de
reacdo entre a biomolécula e o substrato e mantendo a afinidade e estabilidade da
respectiva biomolécula imobilizada.?*?

Moléculas sintéticas denominadas oligonucleotideos podem ser usadas em
sensores de hibridacdo de DNA, os chamados genossensores, podendo hibridizar com
DNA de bactérias causadoras da doenca. Outro potencial de aplicacdo estd na
imobilizacdo de peptideos sintéticos capazes de formar complexos estaveis com o
respectivo anticorpo especifico.

ApoOs andlise dos resultados obtidos nas eletropolimerizacdes dos filmes
derivados dos acidos hidroxifenilacéticos e suas respectivas caracterizacdes, foi
escolhido como plataforma para o desenvolvimento de biossensores, os eletrodos de
grafite modificados com POLI(3-HFA), por ser um polimero que apresenta

relativamente um bom rendimento massico, uma boa cinética de transferéncia de




elétrons, uma melhor estabilidade eletroquimica, cuja estrutura tridimensional
provavelmente proporcionou uma maior interagdo com as bases nitrogenadas, sendo —
assim considerado que a sua aplicagcdo no desenvolvimento de biossensores seria mais v
promissora em relagdo aos seus isbmeros.

Assim, foram testadas as aplicacbes desta plataforma na imobilizacdo de
oligonucleotideos sintéticos (NM1), visando a detecgdo do evento de hibridizacdo com
DNA genémico de Neisseria meningitidis, como também a imobilizacdo de um
peptideo sintético (AM1), para deteccao do anticorpo 1gG especifico contra Anaplasma

marginale.

4.1.14 — Aplicacdo das plataformas de EG/POLI(3-HFA) em sistemas poliméricos
para deteccdo de Neisseria meningitidis

Muitos trabalhos do grupo LAFIP-NANOTEC séo exemplos de sensoriamento
por biossensores convencionais, usando biomoléculas como, por exemplo, DNA
imobilizado sobre eletrodos de grafite modificados com filmes poliméricos para
diagnostico da dengue, hanseniase e cincer de prostatal30:160.137.159.158

Madurro, J. M. e colaboradores apresentaram comparagdes conclusivas entre
metodologias de deteccdo convencionais por biossensores e usando 0S sistemas
biomiméticos obtidos a partir da imobilizacdo de peptideos sintéticos, imobilizados
sobre a superficie de eletrodos de grafite modificados com filmes poliméricos para
diagndstico de dengue, hanseniase e leishmaniose.?*

Neste trabalho foi imobilizado um oligonucleotideo sintético NM1 equivalente a
um fragmento de DNA da bactéria Neisseria meningitidis sobre os EG/POLI(3-HFA)
configurando um sistema polimérico para deteccdo de Neisseria meningitidis (SPNM).
A Figura 66A mostra os voltamogramas de pulso diferencial deste sistema, antes e apds
contato com o DNA genémico de Neisseria meningitidis em diferentes concentracdes,
usando o intercalador brometo de etidio.

Os resultados mostram que o alvo complementar promove aumento na
amplitude do sinal de corrente, devido a intercalacdo do brometo de etidio na regido
onde NM1 hibridiza com ssDNA formando uma dupla fita de DNA. A amostra de DNA
gendbmico de Neisseria meningitidis, extraida de uma cultura pura destas bactérias
apresenta muitos interferentes potenciais, como RNA ou proteinas ou polissacarideos o

que indica que o sistema é seletivo e discrimina o alvo complementar. A Figura 66B




mostra a relacdo entre o sinal de amplitude de corrente do brometo de etidio e a

concentragdo de alvo nas sucessivas adi¢Oes através de uma reta de regressdo que —

apresentou um bom coeficiente de correlagéo linear. v
O procedimento experimental do item 3.2.12 na auséncia de NML1 e na presenga

de 600 ng de DNA gendmico foi testado resultando em um sinal de BE insignificante

(Figura 66, curva tracejada) comprovando a importancia da sonda NM1 no

reconhecimento e descartando a possibilidade de adsorcéo inespecifica do alvo.
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Figura 66: (A) Voltamogras de pulso diferencial do brometo de etideo na auséncia de
NML1 (---) e para SPNM antes (—) e depois da hibridacdo com o alvo complementar de DNA
gendmico de Neisseria meningitidis em diferentes concentracdes, 200 ng (—), 400 ng (—) e 600
ng (—). Eletrdlito: tampo fosfato (0,10 mol.L™Y), pH 7,4. Velocidade de varredura: 20 mVs™.
(B) Parametros de regressdo linear da curva Al vs. [DNA]/SPNM.




A Figura 67A mostra o espectro de impedancia em forma de Diagrama de
Nyquist do SPNM, antes e apds contato com o DNA genémico de Neisseria

meningitidis em diferentes concentragdes.

3600 -
[DNAJ=200 ng/SPAM —— [DNA]=600 Nng/SPAM

30004
2400 -

1800 -

/ ohm cm®

1200 -

"

0 600 1200 1800 2400 3000 3600

Z' | ohmem®

1200
1000 +
800

600 +

Rct / ohm/cm2

400+ Ret (ohm) = 260.7 (ohm) + 1.28 (ohm/ng) x

[DNA] /SPNM (ng) R = 0.99343

200+ . . ; : : :
0 100 200 300 400 500 600
[DNAJ/SPNM (ng)

Figura 67: (A) Diagramas Nyquist (Z" vs. Z") em KCI 0,1 M contendo Ks[Fe(CN)Je /
K4[Fe(CN)]Js 5 mmol.L™ para SPNM antes (-#-) e depois da hibridagdo com o alvo
complementar de DNA genémico a (-o-) 200 ng, (-o-) 400ng e (-A-) 600 ng. Egpa= 0,24 V;
Amplitude 10 mV; Intervalo de Frequéncia: 10° a 10 Hz. As linhas solidas representam o
ajuste dos dados experimentais a um circuito equivalente. Inserto: Ampliacdo na regido de alta
frequéncia para SPNM apos a hibridizagdo com os alvos. (B) Parametros de regressao linear da
curva Rct vs. [DNA]/SPNM.

A Figura 67B mostra a equacgdo que relaciona o sinal de Rcu € a concentracéo de
alvo nas sucessivas adi¢Oes através de uma reta de regressdo que apresentou um bom

coeficiente de correlagdo linear (R = 0,99259). Foram necessarias duas simulagdes, uma

—
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para o sistema e outra para o sistema ap6s reconhecimento do alvo, cujos circuitos equivalentes
sdo representados por Rs([Rc1Qai])(Ret2Quiz) € Rs([Ret1Qain])Quiz, respectivamente.

O parametro escolhido para monitoramento foi 0 Re1 que representa a resisténcia a
transferéncia de carga em relagdo a area superficial mais externa do sistema eletroquimico
discriminando melhor o sensoriamento apds o reconhecimento do DNA genémico que
esta na interface com a solugdo eletrolitica. Os resultados mostram que o alvo
complementar apds o reconhecimento promove um aumento na Rei do par redox
Fe(CN)s*/Fe(CN)s*.

Os sensoriamentos diretos e indiretos das hibridizagbes usando espectroscopia
de impedéncia eletroquimica e voltametria de pulso diferencial do brometo de etidio,
respectivamente, foram comparados na Figura 68, com a finalidade de investigar a
sensibilidade das técnicas, ou seja, ap0os as adigdes sucessivas de incremento de alvo,
poderiamos verificar qual técnica promoveria uma melhor resposta de sinal. Para isso
foi necessario fazer uma normalizacdo dos valores dos sinais de corrente e resisténcia a
transferéncia de carga, transformando os em numeros adimensionais no intervalo de

zero (menor sinal) a um (maior sinal).

1,2
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Figura 68: Parametros de regressdo linear apds normalizacdo das curvas Al vs. [DNA] / SPNM

(-*-) e Ret vs. [DNA] /SPNM (-m-).

Temos que quanto maior a inclinacdo das respectivas regressdes, maior € a
resposta de sinal detectado apds a hibridizacdo do alvo e matematicamente esta
inclinagdo est4 associada ao coeficiente angular (A) da equacéo daretaY = B + AX, em

que os valores para EIE e VPD/BE, so 1,21 x 103 e 0,65 x 107, respectivamente. Isto
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nos leva a afirmar que a EIE é aproximadamente duas vezes mais sensivel do que a
VPD/BE neste sistema estudado, como ja era esperado, pois a literatura relata que a EIE —
€ uma das técnicas mais poderosas e sensiveis para investigacdo das propriedades v
elétricas da superficie de eletrodos modificados.174176:178

A Figura 69 mostra a topografia das superficies do SPNM, antes e apds contato
com o DNA genémico de Neisseria meningitidis em diferentes concentragdes.

Tabela 14: Parametros topograficos estatisticos do SPNM antes e ap6s as adicdes de DNA

gendmico de Neisseria meningitidis.

Sa (nm) Sq (nm) Sdq (um)
SPNM 28,87 £ 1,93 3513+ 1,79 0,07 £ 0,0021
SPNM:200 ng 37,23 +5,15 46,10 + 6,58 0,12 £ 0,0151
SPNM:400 ng 48,30 + 5,47 59,97 + 4,18 0,11 £+ 0,0035
SPNM:600 ng 60,77 + 22,34 80,77 £ 32,31 0,16 £ 0,0613

A

Figura 69: Imagens de microscopia de forca atdmica do (A) SPNM e SPNM com (B) 200 ng,
(C) 400 ng e (D) 600 ng de DNA gendmico.
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Figura 70: Parametros estatisticos topograficos do SPNM antes e ap6s a adicdo de DNA
gendmico de Neisseria meningitidis nas concentragdes de 200 ng (SPNM:200 ng), 400 ng
(SPNM:400 ng) e 600 ng (SPNM:600 ng).

Podemos notar que a superficie do SPNM (Figura 67A) é menos rugosa em
relacdo as demais, em que foram adicionados o alvo. Percebemos que o sistema
reconhece o alvo, e mesmo apds a lavagem nota-se a retencdo do alvo baseado na
modificacdo da superficie topogréafica que alias é gradativa em termos de rugosidade em
funcdo da quantidade de DNA gendmico adicionado (Figuras 69B, C e D).

A analise dos parametros topograficos dispostos na Tabela 14 esta de acordo
com 0s aspectos Vvisuais observados na Figura 69.

Notamos que 0 EG tem sua rugosidade diminuida apds a eletropolimerizagédo
dos &cidos hidroxifenilacéticos conforme discutido no item 4.1.9. Todavia a adsorc¢éo
dos NM1 faz aumentar a rugosidade da superficie. O DNA genémico possui uma
grande quantidade de pares de bases e quando reconhecido pelo SPNM também
incrementa a rugosidade da superficie numa certa linearidade que pode ser observada na

Figura 70.
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4.1.15 — Aplicacéo das plataformas de EG/POLI(3-HFA) em sistemas poliméricos
para detec¢cdo de Anaplasma marginale

O genoma da A. marginale € circular com dimensdes entre 1,2 e 1,6 Mpb
(milhdes de pares de bases). As proteinas principais de superficie (MSP - major surface
protein) da A. marginale, fornecem informacdes importantes principalmente sobre as
sequéncias dos genes e anticorpos monoclonais e seus potenciais valores em ensaios de
diagndsticos. A membrana da A. marginale é composta por seis MSPs em que a MSP1a
(105 kDa) esta envolvida nos processos transmissdo desta doenca em animais e sua
porcdo N-terminal contém o epitopo sensivel a neutralizacdo e comprovadamente com
importancia imunogénica. 24448

Santos, P. S e colaboradores, usando a técnica de Phage Display (PD)
selecionaram dois peptideos miméticos da regido antigénica da MSPla que,
posteriormente, foram sintetizados e denominados AM1 e AMZ2. Ambos foram
submetidos a trés testes comprobatdrios de ELISAY sendo o primeiro contra anticorpo
anti-MSP1a comercial. O segundo ensaio diz respeito a testes seletivos em relacéo a
outras bactérias como a Brucella abortus, Leptospira interrogans, Babesia bovis e
Babesia bigemina e por fim o terceiro ensaio foi realizado em amostras reais de numa
mistura de soros sanguineos de animais ndo contaminados e contaminados por A.
marginale. Os resultados obtidos mostraram que AM2 apresentou reacao cruzada com
Brucelose. Todavia AM1 mostrou-se eficiente, inclusive no teste de seletividade e, por
esse motivo, foi imobilizado sobre os eletrodos de grafite modificados com POLI(3-
HFA). Configurando assim, a utilizacdo deste sistema polimérico para deteccdo de
Anaplasmose bovina (SPAM) em soros sanguineos de bovinos contaminados, por
espectroscopia de impedancia eletroquimica e voltametria de pulso diferencial.?*°

Os experimentos realizados por EIE utilizando SPAM na presenca dos soros de
bovinos doentes, ou seja, contaminados com A. marginale (IgG*) e também na presenca
dos soros de bovinos saudaveis (IgG”). Na Figura 71 estas detec¢Ges podem ser vistas
no formato de Diagrama de Nyquist, onde obtemos um semi-circulo em regides de alta
frequéncia (& esquerda no eixo x) e a tendéncia a uma reta em regides de baixa

frequéncia (a direita no eixo X). A presenca dos semi-circulos com diametros diferentes

9Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay € um ensaio imunoenzimético que utiliza normalmente

anticorpos e antigenos cuja complementaridade € verificada por mudanca de cor.
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indicam a presenga de materiais com diferentes superficies e mostram o sucesso da
imobilizacdo do peptideo AM1 por adsorc¢do fisica na superficie do eletrodo de grafite
modificado com POLI(3-HFA).

A adsorcdo fisica foi eficiente neste caso, por que o EG/POLI(3-HFA) teve seu
carater anionico, conforme discutido no item 4.1.6, acentuado através de uma reducao,
aplicando um potencial de -0,2V por um periodo de 120 s. Em contrapartida, o peptideo
AM1 apresenta carater catibnico em tampdo acetato, pH 4,3, devido seu ponto
isoelétrico (PI) ser 5,8. Ou seja, 0 pH do tampéo de diluicdo estd menor do que o PI
fazendo com que sua estrutura fique catibnica e adsorva eficientemente no EG/POLI(3-
HFA) anidnico. O aumento dos valores de Rct é observado nas regides de altas

frequéncias, ou seja, mesmo apds a lavagem o peptideo ndo é lixiviado.
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Figura 71: Diagrama de Nyquist do eletrodo de grafite modificado com POLI(3-HFA) (-o-),
(-A-) SPAM, (-¥-) SPAM:1gG" (alvo complementar) e (-o-) SPAM:IgG™ (alvo néo-
complementar) em solucdo contendo 5 mol.L™ de ferrocianeto de potassio, 5 mmol.L™ de
ferricianeto de potassio e 0,1 mol.L™ de cloreto de potéssio. Potencial aplicado: +0.24 V,

amplitude: 0,10 V. (—) Simulacdo. Inserto: Regido de alta frequéncia ampliada.

O SPAM na presenca do alvo complementar também proporcionou um aumento
na resisténcia (Z’), ja que a ampliagdo da camada bioldgica apds o reconhecimento
resulta num aumento de R¢ do sistema, promovendo uma diminuicdo da transferéncia
eletrnica entre o par redox ferro/ferricianeto e a superficie do eletrodo. A seletividade
também pode ser comprovada quando o SPAM foi colocado em contato com o sistema
sonda/alvo ndo-complementar (SPAM:IgG’) em que os valores de Rct (didmetro do

semi-circulo da regido de altas frequéncias) sdo semelhantes para o0 SPAM e

—
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SPAM:IgG", demonstrando que apos a lavagem ocorreu a lixiviagdo das 1gG™ devido a

sua nao complementaridade. Simulacdes foram realizadas para as quatro curvas visando (~J]

quantificar os parametros que estdo dispostos na Tabela 15. Observa-se que um dnico v

circuito fisico equivalente representado por Rs([Rc1Qaii]W1)Qaz foi suficiente para
explicar os resultados eletroquimicos.

A morfologia da camada eletroativa do SPAM (Figura 70) suporta a existéncia
destas duas regides, uma mais interna, formada pela interface de EG / POLI(3-HFA),
descrito por Qai2, € outra mais externa, formada pela interface POLI(3-HFA) / AM1 /
eletrolito, representada por Ret1, Qair € Wi.

Tabela 15: Pardmetros obtidos, a partir dos resultados de simulacdo de espectroscopia de
impedancia eletroquimica para os SPAM e SPAM na presenca do alvo complementar (IgG*) e

ndo complementar (IgG").

SPAM SPAM:IgG* SPAM:1gG"
Rs/ Qcm? 9,04 12,28 7,73
Qai/ mF cm? 0,0012 0,0011 0,0011
Rt/ Q cm? 157,8 266,6 152,5
W/ (Q cm? s1?) 0,0261 0,0082 0,0390
Qai2/ mF cm™ 0,0181 0,0327 0,0131
x? | (x107%) 6,30 6,32 11,5

De acordo com estes valores podemos observar uma similaridade entre os
valores de Repara o SPAM e SPAM:IgG de 157,8 Q.cm? e 152,5 Q.cm?
respectivamente. Devido a uma excelente especificidade, o SPAM foi capaz de
discriminar soros bovinos de animais saudaveis (1gG°), dos soros sanguineos de bovinos
contaminados com A. marginale que contém anticorpos anti-MSP1a (IgG™).

Ja 0 SPAM na presenca dos soros sanguineos de animais contaminados (IgG™)
(SPAM:1gG+) proporcional um sinal EIE, com aumento substancial da Rc. Este passou
para um valor de 266,6 Q.cm™, cerca de 108,8 Q maior do que o background (SPAM).
Demonstrando assim, o reconhecimento efetivo do SPAM:IgG™ devido ao aumento da
camada de material biolégico, gerando maior resisténcia a transferéncia de carga entre o
par redox ferro/ferricianeto e 0 EG/POLI(3-HFA).



Os valores de y? sdo bons para 0 SPAM e SPAM:IgG* e razoaveis para
SPAM:1gG", descrevendo uma boa correlagdo entre os resultados eletroquimicos
experimentais e o circuito fisico proposto para simulacdo, lembrando que o valor de Reu
é 0 parametro mais importante em termos analiticos e mais usado para investigar a
seletividade.”°A comparagdo da capacitincia da dupla camada elétrica revelou
modificacbes, quando o SPAM interage com o anticorpo especifico nos soros positivos
(IgG™), produz um aumento de 2 vezes, devido as cargas elétricas na superficie do
SPAM. A difusdo das espécies eletroativas em EIE em geral aparece como uma
impedancia de Warburg nas regibes de baixas frequéncias (10 kHz a 0,1 Hz).
Observamos valores similares para 0 SPAM e o SPAM:IgG’, todavia 0 SPAM:1gG”*
promove uma diminuicdo de 3 vezes neste parametro, que pode estar associado
diretamente a uma diminuicdo da taxa de transporte de massa em funcdo de uma
camada bloqueadora formada pelo acoplamento do SPAM a IgG*, promovendo assim
uma menor difusdo das espécies.

Estudos paralelos foram realizados para investigar a transferéncia eletrénica do
ferri/ferrocianeto de potassio agora por VPD. A Figura 72 mostra estes voltamogramas

gue expressam 0s sinais de correntes e potenciais na deteccdo direta de A. marginale.
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Figura 72: Voltamogramas de pulso diferencial do SPAM (a), SPAM:igG™ (alvo ndo
complementar) (b) e SPAM:1gG™ (alvo complementar) (c). Eletrélito: Solugdo de Ks[Fe(CN)]s /
Ka[Fe(CN)]60,33 mmol.L™ e KCI 0,1 mol.L™. v = 16 mVs™.

A Figura 73 mostra a deconvolucdo do sinal da Figura 70, curvas a e c, onde

podemos observar ap0s o tratamento matematico temos claramente a distincdo entre
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dois picos, o primeiro em torno de 0,07 V, que estd relacionado, provavelmente, a
grupos oxidaveis do peptideo AM1, ja que Enache, T. e Oliveira-Brett A. M.,
recentemente estudaram a atividade eletroativa de peptideos em eletrodos de carbono.?% v

500
400

300

Corrente / uA

200

-06 -04 -02 0,0 0,2 0,4 0,6
Potencial / V vs. Ag/AgCI

300
250

200

Corrente / pA

150

-06 -04 -02 0,0 0,2 0,4 0,6
Potencial / V vs. Ag/AgClI

Figura 73: Voltamogramas de pulso diferencial do SPAM, curva a (A) e SPAM:IgG+, curva ¢
(B). Eletrolito suporte: Solugéo de Ks[Fe(CN)]s / Ka[Fe(CN)Js 0,33 mol.L™* e KCI 0,1 mol.L™. v
=16 mVs™. Resultados experimentais (o), deconvolucio (---) e fitagem (linhas sélidas). R>>

0,99603 e y?= 1 x 10” para todas as fitagens.

O segundo pico mais intenso em torno de 0,17 V, referentes a oxidacao do par

redox ferri/ferrocianeto de potassio. Todos 0s voltamogramas apresentaram um pico e




um ombro a direita, referente a oxidacdo do material biolégico imobilizado, peptideo
AML1 e ferri/ferrocianeto de potéssio, respectivamente.

Avaliando os valores de corrente de pico de oxidacdo para o primeiro pico
percebemos uma diminuicdo acentuada no sistema apds o reconhecimento, contendo
SPAM:IgG* (Ipa = 287 pA), Figura 72, curva c, e semelhangas nas correntes de
oxidacao entre SPAM (Ipa =417 pA), Figura 72, curva a, e SPAM:IgG™ (Ipa = 407 pA),
Figura 72, curva b, indicando assim, que a transferéncia eletronica foi reduzida em 130
HA, apos o reconhecimento do alvo pelo SPAM.

As respostas altas de transferéncia eletronica para a SPAM e a SPAM:IgG,
mostram que estas superficies viabilizam a troca idnica, ou seja, as respostas de corrente
muito semelhantes para estes dois sistemas mostram a especificidade deste sensor
usando amostras reais de soro sanguineo que contem varios interferentes potenciais
como Urea, acido urico, albumina e glutamatos.

Avaliando os valores de corrente de pico percebemos que a maior contribuicéo
para a discriminacdo de sinal entre 0 SPAM antes e apds o reconhecimento da IgG* esta
relacionada com o segundo pico, Figuras 73A e 73B, onde obtemos para as curvas a e c,
372 uA e 264 pA, respectivamente, em que a diferenca de sinal é de 108 pA.
Interessante resaltar, que estes resultados de VPD estdo concordantes com os obtidos
em EIE, como era esperado ap6s o SPAM reconhecer a IgG* ocorre uma aumento na
resisténcia de 108,8 Q e uma diminuicdo da corrente de 108 pA, que em fungdo da
mesma magnitude parece ser uma boa aproximacdo da Lei de ohm', ja que ambas
deteccdes foram realizadas nas mesmas condigcdes experimentais.

A Figura 74 mostra os experimentos adicionais de AFM realizados para avaliar
as alteracdes morfologicas na superficie do EG/POLI(3-HFA) apds sua interacdo com o
peptideo AM1 e posteriormente com o soro positivo contendo 1gG™.

O eletrodo de grafite modificado com POLI(3-HFA) e o SPAM néo diferiram
significativamente um do outro com alturas variando entre 100 nm e 200 nm, ao passo
que apds o processo de reconhecimento da IgG* uma aglutinacdo é observada elevando

a altura do SPAM para valores entre 200 e 300 nm, aumentando a rugosidade do

" A Lei de Ohm formulada pelo fisico alem&o Georg Simon Ohm, afirma que, para um condutor mantido
a temperatura constante, a razdo entre a tensdo entre dois pontos e a corrente elétrica é constante. Essa

constante é denominada de resisténcia elétrica.
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sistema em conformidade com os estudos de VPD e EIE, ja que os peptideos sdo
relativamente pequenos comparados com as imunoglobulinas e por isso foi evidenciado (]
a formacgdo de estruturas macromoleculares que promoveram grandes mudancas v
conformacionais na topografia.’®02%2, Estes resultados estdo de acordo com a literatura

que demonstram que os peptideos obtidos a partir de selecbes PD podem ser usados

como sondas no desenvolvimento de imunossensores.?°?
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Figura 74: Imagens de microscopia de forca atdmica do eletrodo de grafite modificado com
POLI(3-HFA) (A), SPAM (B) e SPAM:1gG* (C).




5 _ CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

A eletropolimerizagdo dos isbmeros do &cido hidroxifenilacético sobre eletrodos
de grafite foi realizada com sucesso, sendo que os voltamogramas dos filmes
poliméricos eletroativos sugerem a presenca de dois pares redox, possivelmente, devido
a formacdo de polarons e bipolarons durante as sucessivas ciclagens.

Todos os diagnosticos de reversibilidade aplicados aos trés filmes poliméricos
mostraram que os materiais derivados do acido hidroxifenilacético adsorvidos no grafite
sdo quase-reversiveis, todavia a cinética eletroquimica é mais pronunciada no poli(acido
3-hidroxifenilacético) em relacéo aos seus outros isdmeros. As massas eletrodepositadas
inferem que o poli(acido 2-hidroxifenilacético) e poli(acido 3-hidroxifenilacético)
apresentam um maior rendimento de eletrossintese em relacdo ao poli(acido 4-
hidroxifenilacético), o que evidencia através de imagens de microscopia de forca
atdbmica que mostram que, neste ultimo, ocorre uma menor modificacdo na superficie do
grafite em relacdo aos seus outros dois isdbmeros. As caracterizacfes eletroquimicas de
troca i6nica dos pares redox foram concordantes entre si, indicando que esta classe de
polimeros apresenta um comportamento aniénico em pH neutro, cujos perfis
voltamétricos nas sondas positiva e negativa foram semelhantes para o poli(acido 2-
hidroxifenilacético) e poli(acido 3-hidroxifenilacético) diferenciando do poli(acido 4-
hidroxifenilacético) que apresenta-se como um material menos condutor em relagédo aos
dois primeiros, mais condutores, conforme demonstrado nos espectros de impedancia
eletroquimica.

Os eletrodos eletroquimicamente modificados submetidos aos testes de
estabilidade e reversibilidade mostraram que o poli(acido 3-hidroxifenilacético)
apresenta uma menor perda de carga nas condi¢@es investigadas em relacdo aos seus
outros dois is6meros, presumindo assim que sua estrutura tridimensional viabiliza
melhor a entrada e saida dos ions percloratos durante os processos de oxidacdo e
reducdo, respectivamente.

As estruturas otimizadas para 0s decameros mais provaveis, resultantes da
eletropolimerizacdo dos isémeros do acido hidroxifenilacético, justificam o
comportamento morfologico e eletroquimico destes materiais, pois mostraram que as
posi¢des orto e meta substituidas proporcionam estruturas mais semelhantes entre si, em

detrimento a posicao para substituidas.
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As propostas de mecanismo foram realizadas através de iniciacdo por oxidacao
anddica eletroquimica irreversivel dos respectivos mondmeros cujos experimentos de (]
voltametria de onda quadrada demonstraram a perda de um elétron de cada espécie v
promovendo a formacdo dos respectivos cations-radicais.

A nucleacdo e propagacdo dos trés filmes poliméricos ocorre no potencial
aproximado de 1 Volt em que os cétions-radicais se unem e reconstituem a
aromaticidade. Depois sdo novamente eletro-oxidados, e sucessivamente se unem a
outros cétion-radicais, com a formacdo através de ligacdo -[R-O-R’]s-, ocorrendo
através do ataque do oxigénio fendlico de uma espécie ao carbono do anel aromatico de
outra espécie. As posicdes de acoplamentos nos carbonos do anel, investigadas por
densidade de spins, mostraram-se concordantes com as possiveis estruturas de
ressonancia nas especies intermediarias respaldando assim, as sugestdes mecanisticas.
Principalmente, via carbono 3 e 6 para as posi¢des orto e meta, respectivamente, uma
vez que a posigdo para, por apresentar simetria, fornece uma Unica possibilidade de
crescimento de cadeia.

As plataformas produzidas através da modificacdo eletroquimica de grafite com
acidos hidroxifenilacéticos submetidas aos ensaios de incorporacgéo e retencdo de bases
nitrogenadas mostraram que os eletrodos de grafite modificados com poli(acido 3-
hidroxifenilacético) sdo mais eficientes em relacdo aos outros isdmeros estudados. A
sua superioridade esta no que tange ao comportamento eletroquimico em geral, e
principalmente, na estabilidade. Sendo assim, justificada a escolha desta plataforma
para producdo dos sistemas poliméricos através da imobilizacdo por adsorcdo fisica de
moléculas sintéticas de reconhecimento.

A imobilizacdo de oligonucleotideos sintéticos representativos de fragmentos de
DNA da bactéria Neisseria meningitidis nesta matriz constituiu um sistema polimérico
que se mostrou eficiente para detectar seu DNA gendmico em diferentes concentracdes.
Por voltametria de pulso diferencial, usando brometo de etidio como intercalador, ou
por espectroscopia de impedancia eletroquimica, sendo esta Ultima técnica mais sensivel
em uma curva analitica.

Nessa matriz, a imobilizacdo de peptideos sintéticos representativos de materiais
protéicos, como os encontrados na parede celular da bactéria Anaplasma marginale,
constituiu um sistema polimérico que se mostrou eficiente para detectar seus anticorpos,
discriminando seletivamente animais saudaveis de animais contaminados por

voltametria de pulso diferencial e por espectroscopia de impedancia eletroquimica. As




imagens de microscopia de forca atbmica para os dois sistemas poliméricos asseguram
sua eficacia no reconhecimento biologico da meningite bacteriana e anaplasmose (]
bovina, mesmo usando amostras complexas que contenham muitos interferentes como v
outras proteinas, carboidratos, RNA e Urea, &cido Urico, glutamato e albumina,
respectivamente.

Sistemas poliméricos portéteis usando eletrodos impressos eletroquimicamente
modificados podem ser construidos no futuro, para detectar meningite bacteriana em

humanos e anaplasmose bovina em animais.




6 — APENDICE

Equacdo genérica: y=y0 + (A/(w*sqrt(P1/2)))*exp(-2*((x-xc)/w)"2)
Deconvolugéo da Figura 37 A - POLI(2-HFA) — Picos de oxidacéo

Variavel Médulo Erro
y0 0 10
xcl 480.39142 +0.92879
wl 135.54421 +1.81
Al 69.25984 +0.84786
Xc2 650.37086 +0.64578
w2 97.00172 +1.79502
A2 54.44028 +0.99971

POLI(2-HFA) — Picos de reducao

Variavel Modulo Erro
yo -0.03598 +0.00161
xcl 601.27443 +0.92957
wl 114.63041 +2.09336
Al -37.55194 +0.69657
Xc2 382.17371 +0.63784
w2 128.42015 +1.7394
A2 -66.63429 +0.7873

Deconvolucéo da Figura 37 B - POLI(3-HFA) — Picos de oxidacéo

Variavel Maodulo Erro
yo 0 10
xcl 523.03336 10.62587
wl 88.36306 +1.68678
Al 21.24693 10.66475
Xc2 628.16932 +2.00173
w2 290.17154 +2.74006
A2 108.02629 10.71315

POLI(3-HFA) - Picos de reducéo

Variavel Modulo Erro
y0 -0.32806 +0.01176
xcl 450.46083 10.72245
wl 105.25078 +2.02196
Al -28.85578 +0.88974
Xc2 839.46943 +7.98217
w2 573.63231 +35.67515
A2 208.12865 1+20.95441
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Deconvolugéo da Figura 37 B - POLI(4-HFA) - Picos de oxidagédo

Variavel Modulo Erro
y0 0 0
xcl 548.86019 +3.35323
wil 201.7993 +3.56917
Al 64.27208 +2.02964
XC2 755.0399 +4.16906
w2 169.31326 +12.98795
A2 24.48356 +2.71793

POLI(4-HFA) - Picos de reducéo

Variavel Modulo Erro
y0 -0.12495 +0.01311
xcl 878.33693 +12.38043
wl 773.8352 +103.63222
Al 99.11638 +23.70351
XC2 371.9527 +1.80127
w2 216.05222 +4.89825
A2 -51.74649 +2.64661

Convolucéo da Figura 45 - POLI(2-HFA) - Picos de oxidacéo na velocidade de:

10 mv st
Variavel Modulo Erro
y0 0 0
XC 0.64866 +0.00849
w 0.32751 +0.01924
A 0.00005 +2.2249E-6
20 mV st
Variavel Modulo Erro
y0 -0.00012 +0.00007
XC 0.64893 +0.00707
w 0.47844 +0.01924
A 0.00018 +0.00008
30 mV st
Variavel Modulo Erro
y0 -0.00021 +0.00013
XC 0.65216 +0.00667
w 0.51556 +0.10292
A 0.0003 +0.00014
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40 mV st

Variavel Modulo Erro
y0 -0.00019 +0.0001
XC 0.65394 +0.00624
w 0.47743 +0.07481
A 0.00031 +0.00011
50 mV s*
Variavel Modulo Erro
y0 -0.00017 +0.00009
XC 0.65516 +0.00559
w 0.44666 +0.05569
A 0.00032 +0.00008
60 mV s
Variavel Maddulo Erro
y0 -0.00019 +0.00009
XC 0.65439 +0.00517
w 0.44089 +0.05053
A 0.00036 +0.00009
70 mV st
Variavel Modulo Erro
y0 -0.00019 +0.00009
XC 0.65885 +0.00531
w 0.42942 +0.04543
A 0.00039 +0.00009
80 mV s
Variavel Modulo Erro
y0 -0.00019 +0.00008
XC 0.66026 +0.00487
w 0.41945 +0.03983
A 0.00042 +0.00008
90 mV s
Variavel Modulo Erro
y0 -0.0002 +0.00009
XC 0.66427 +0.00506
w 0.42062 +0.0388
A 0.00046 +0.00009
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100 mV st

Variavel Modulo Erro
y0 -0.00019 +0.00008
XC 0.66421 +0.0046
w 0.41022 +0.03433
A 0.00048 +0.00008
110 mv st
Variavel Modulo Erro
y0 -0.00021 +0.00009
XC 0.66564 +0.00471
w 0.41238 +0.03417
A 0.00053 +0.00009
POLI(2-HFA) - Picos de reducdo na velocidade de:
10 mV s?
Variavel Maddulo Erro
y0 0.00002 +0.00002
XC 0.52063 +0.00595
w 0.41707 +0.06165
A -0.00005 +0.00002
20 mV st
Variavel Modulo Erro
y0 0.00002 +0.00002
XC 0.51022 +0.00522
w 0.40983 +0.04739
A -0.00008 +0.00002
30 mV st
Variavel Modulo Erro
y0 -0.00002 +9.9894E-6
XC 0.49487 +0.00473
w 0.3477 +0.02404
A -0.00008 +8.7679E-6
40 mV st
Variavel Modulo Erro
y0 -0.00003 +0.00001
XC 0.48306 +0.00474
w 0.34367 +0.02534
A -0.00009 +0.00001
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50 mV s?

Variavel Modulo Erro
y0 -0.00004 +0.00002
XC 0.47879 +0.00464
w 0.34283 +0.02615
A -0.00011 +0.00001
60 mV s*
Variavel Modulo Erro
y0 -0.00004 +0.00002
XC 0.47374 +0.00442
w 0.3583 +0.02396
A -0.00014 +0.00002
70 mV st
Variavel Maddulo Erro
y0 -0.00005 +0.00002
XC 0.47084 +0.00441
w 0.36165 +0.02587
A -0.00016 +0.00002
80 mV st
Variavel Modulo Erro
y0 -0.00005 +0.00002
XC 0.46767 +0.00431
w 0.37101 +0.02468
A -0.00019 +0.00002
90 mV s
Variavel Modulo Erro
y0 -0.00005 +0.00003
XC 0.46435 +0.00429
w 0.37429 +0.02463
A -0.00021 +0.00002
100 mV s
Variavel Modulo Erro
y0 -0.00005 +0.00003
XC 0.46207 +0.00415
w 0.38225 +0.02251
A -0.00024 +0.00002
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110 mV st

Variavel Modulo Erro
y0 -0.00005 +0.00003
XC 0.45933 +0.00417
w 0.38604 +0.02487
A -0.00027 +0.00003

Deconvolugéo da Figura 65 A - POLI(2-HFA) — Oxidacéao das Bases Nitrogenadas

Variavel Modulo Erro
y0 0.12649 +0.0011
xcl 61.7635 +1.70777
wil 84.2542 +4.20856
Al 6.25221 +0.43137
Xc2 142.96634 +1.04494
w2 313.62579 +2.48768
A2 96.22635 +1.05527
Xc3 142.96634 +1.04494
W3 313.62579 +2.48768
A3 96.22635 +1.05527
Xca 142.96634 +1.04494
W4 313.62579 +2.48768
A4 96.22635 +1.05527

Deconvolucéo da Figura 65 B - POLI(3-HFA) — Oxidacédo das Bases Nitrogenadas

Variavel Modulo Erro

y0 0 0
xcl 782.52645 +2.4976
wl 192.87408 +5.5149
Al 6.52321 +0.16288
XC2 1021.38663 +0.96821
w2 114.2147 +1.13139
A2 30.42324 +0.58706
Xc3 1158.07532 +1.06529
W3 134.1073 +3.14975
A3 33.59868 +2.06728
Xca 1355.80003 +3.43832
W4 293.88748 +10.35915
A4 69.526 +2.60798
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Deconvolugéo da Figura 65 C - POLI(4-HFA) — Oxidagao das Bases Nitrogenadas

Variavel Modulo Erro

y0 0 0

xcl 777.05215 +1.28698
wil 162.7286 +2.86187
Al 3.59289 +0.05306
XC2 1050.50584 +3.21025
w2 141.9037 +2.76435
A2 14.46075 +0.86475
Xc3 1208.55052 +1.66651
W3 158.11828 +8.25956
A3 19.82442 +1.64356
Xca 1383.19553 +5.85719
W4 153.89983 +7.06705
A4 9.7655 +0.91274

Deconvolugdo da Figura 73 A - SPAM

Variavel Maddulo Erro
y0 0.12649 +0.0011
xcl 61.7635 +1.70777
wl 84.2542 +4.20856
Al 6.25221 +0.43137
Xc2 142.96634 +1.04494
w2 313.62579 +2.48768
A2 96.22635 +1.05527

DECONVOLUCAO DA FIGURA 73 B - SPAM: IgG+

Variavel Modulo Erro
y0 0.12160 +0.00078
xcl 74.48256 +2.15186
wl 89.07089 +5.36489
Al 4.01161 +0.34529
XC2 155.9935 +1.35413
w2 314.00939 +3.07913
A2 56.6005 +0.76656
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