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3° - CAPITULO: RESULTADOS e DISCUSSAO
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3 — Resultados e Discussao

3.1 - Estudo de Dependéncia do pH na Formacao do Filme

3.1.1 - Comportamento Eletroquimico de Acido 4-HFA

Voltametria ciclica em solucdo aquosa contendo o par redox
K4Fe(CN)¢/K3Fe(CN)g ou acido perclérico foi realizada para verificar as condigdes do
eletrodo e para identificar as superficies reprodutivas. A diferenga de AE < 100 mV
entre os picos de oxidacao e reducao em solucdo do par redox K4Fe(CN)/K;3Fe(CN)g
foi considerada adequada para a eletrodeposicao do filme polimérico.

Os voltamogramas ciclicos da oxidagdo do mondmero acido 4-HFA em
diferentes valores de pH na faixa de potencial de -0,7 V a +1,2V sdo mostrados na
Figura 23. As primeiras varreduras apresentaram ondas de oxidagdo irreversiveis,

caracteristicas de compostos fendlicos.
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Figura 23 - Primeiros voltamogramas ciclicos de eletrodo de grafite em solucdo de
acido (4-HFA) (1,5.10% mol L) em meio de HCIO4 0,5 mol L™, 50 mV s™'. Valores de
pH: (m) 0, (O) 1, (A) 2, (==) 4, (---) 7, (—) 8, (0) 10 e (@) 12. As setas indicam

deslocamento de potencial ou aumento/diminui¢ao nos valores de corrente.
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A Figura 24 mostra a distribuicdo das espécies em func¢dao do pH e pKa da

solucdo monomérica [185].
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Figura 24 — (a) Distribui¢do das estruturas de acordo com o pH. (b) Equilibrio presente

na solucao do mondmero de acordo com os valores de pK, [187].

Com o aumento do pH ocorre deslocamento do potencial de oxidagdo para
valores mais catodicos (Figura 23), sendo que, em valores de pH bdsicos, aparecem dois
picos de oxidagdo. Estes comportamentos podem ser explicados através da distribuicao
das estruturas em funcao dos valores de pH (Figura 24a), indicados no pKal (pH 4,0) e
pKa2 (pH 9,5).

Como mostra a Figura 24b, com o aumento do pH ocorre desprotonagdao do
grupo carboxila e depois desprotonagdo do fenol, formando o fenéxido. A presenca da
carga negativa no oxigénio aumenta a ressondncia no anel aromatico facilitando a
formacgdo do cétion-radical e o inicio da polimerizagdo. Isto explica a mudanga brusca
nos valores de potencial de oxidagdo do monOmero, a partir de pH 8 (Figura 25),

deslocando-se para menores potenciais.



42

Resultados e Discusséo

OH

1,0
0,9}
0,8
0,7/
0,6/
0,5
0,4
0,3

Potencial / V vs ECS

Figura 25 - Dependéncia do potencial com o valor de pH para poli(4-HFA). As

estruturas indicadas ao lado sdo as predominantes, no respectivo pH.

Também se observa diminui¢do nos valores de corrente com o aumento dos
valores de pH, correspondentes a oxidagao das estruturas 1 e 2 e aumento nos valores de
corrente para a estrutura 3 (Figuras 23 e 24). A Figura 24 mostra que, com o aumento
do pH, ocorre diminui¢do da concentracdo da estrutura 1, que ¢ predominante até pK,1.
Ap6s este, hda um aumento da estrutura 2 e diminui¢do da estrutura 1, até pH 7,0. Acima
deste pH, ocorre aumento da concentragdo da estrutura 3 e diminui¢do da estrutura 2.
Acima do pH correspondente ao pK,2 (9,5) a estrutura 3 ¢ predominante.

Esses comportamentos das diferentes estruturas presentes em solucdo de
acordo com o pH estdo em concordancia com os espectros de absorbancia, apresentados

a seguir.

3.1.2 - Estudo da Espectroscopia de Ultravioleta (UV)

A Figura 26 mostra o espectro UV para o mondémero 4-HFA nos diferentes

valores de pH (0,3; 8,0 e 12,0). Os valores de comprimento de onda estdo na Tabela 2.
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Figura 26 - Espectro de UV de 4-HFA em valores de pH (a) 0,3; (b) 8,0; (c) 12,0.

Tabela 2: Valores de comprimento de onda em diferentes valores de pH de 4-HFA.

H Comprimento de onda (Amsy) Estrutura
P (nm) (Figura 25b)
0,3 197,5 222.5 275,0 I
8,0 198,5 2240 276,5 11
12,0 208,0 241,0 2945 111

A presenca do cromoéforo anel benzeno e dos grupos auxocromos OH/O™ e

CH;COOH/CH;COO" diretamente ligados ao anel alteram o comprimento de onda Ay,

¢ a intensidade da absor¢io como mostrado na Tabela 2. O primeiro Amgy €

caracteristico de compostos aromaticos. Entre o pH 0,3 e 8,0 ndo foi observada uma

mudanga significativa nos valores Ams, pois a desprotonagdo da carboxila ndo causa

uma mudanca direta na conjugacdo do anel aromdtico. Ao se aumentar o pH, observou-

se um deslocamento batocromico e hipercromico, que pode ser explicado pela

desprotonacdo do grupo fenol, deixando a estrutura com maior extensdo de conjugacgao.

Compararando-se os valores de Anax do fenol, que absorve em 210,5 ¢ 270,0 nm [186],

com os valores de A obtidos (Tabela 2), conclui-se que o 4-HFA em valores de pH

basicos produz estruturas mais reativas, por isso os valores de Amgx S30 maiores.
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3.1.3 — Eletropolimerizacao de Poli (4-HFA) em Diferentes Valores de pH

A eletropolimerizagdao de poli(4-HFA) foi conduzida por meio de sucessivas

varreduras de potencial (Figura 27). Foram feitas eletropolimerizagdes nos valores de

pH de 0,0-12,0.
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Figura 27 - Voltamogramas ciclicos (100 ciclos) de eletrodo de grafite em solugdo de
4-HFA 1,5.10%2 mol L' em solugio aquosa de HC1040,5 mol L. (a) pH 0,3; (b) 2,0; (c¢)
7,0; (d) 10,0; (e) 12,0 a 50 mV s, As setas indicam o efeito do aumento do ntimero de

ciclos nos valores de corrente.
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Observou-se que a formacdo do filme polimérico em valores de pH &cidos
(Figuras 27 a e b) ocorre em potenciais mais anddicos e em valores de pH basicos
(Figura 27 d e e) ocorre em potenciais mais catddicos, o que evidencia uma maior
facilidade de oxidacdo em pH basico. A diferenga de potencial entre as ondas de
oxidacao/reducdo do eletrodo modificado com poli (4-HFA) aumenta e a corrente de
oxidacdo/reducdo diminui com o aumento do pH, o que sugere que em valores de pH
basicos ocorre uma diminuigdo na transferéncia de elétrons entre a superficie
modificada com o filme poli (4-HFA) e a solugdo adjacente ao eletrodo.

Pode—se observar a formacdo dos filmes nas superficies dos eletrodos de
grafite em diferentes valores de pH. Nos valores de pH 0 e 1, o sinal de corrente ¢
maior. A partir de pH 2, os valores de corrente sdo proximos (Figura 28), ou seja, ndo
foi observada mudanga na eletroatividade do eletrodo modificado com o aumento do

numero de varreduras de potencial e com o aumento do pH.
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Figura 28 — Voltamogramas ciclicos de eletrodo de grafite modificado com poli(4-
HFA) em HCIO, 0,5 mol L' em pH 0,0; 1.0; 2.0; 4.0; 7.0; 8.0; 10.0; 12.0; 50 mV s™,
100 varreduras. As setas indicam diminui¢do nos valores de corrente com aumento dos

valores de pH.

Avaliando-se as superficies dos eletrodos modificados (preparados em
diferentes pH) em solugdo contendo o par redox K;Fe(CN)s/K4Fe(CN)g (Figura 29),
observou-se que os eletrodos modificados com filmes eletropolimerizados em solugdo

de 4-HFA, pH 0 e 1, aumentaram a transferéncia de elétrons para o par redox, com
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reducdo da reversibilidade. A partir do pH 2 ocorreu diminui¢do na transferéncia de
elétrons frente ao par redox. Este comportamento revela que em pH basico ha uma

passivacao da superficie.
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Figura 29 - Voltametria ciclica do eletrodo de grafite modificado com poli(4-HFA),
preparado nos valores de pH: 0.0, 1.0, 2.0, 4.0, 7.0, 8.0, 10.0 e 12.0, em solu¢do de

K;3Fe(CN)¢/ K4Fe(CN)g. As setas indicam diminui¢do nos valores de corrente € aumento

dos valores de pH.

A topografia da superficie, analisada por microscopia eletronica de varredura
(Figura 30) mostra a formacdo de filme nos diferentes valores de pH estudados. As
imagens de MEV, com varias amplia¢des, mostram que em valores de pH mais acidos
tem-se uma superficie homogénea, enquanto que as imagens obtidas em valores de pH
mais basicos mostram uma cobertura da superficie do eletrodo com maior niimero de
glébulos distribuidos irregularmente pela superficie do eletrodo de grafite. Estes
resultados sugerem que esta cobertura irregular globulosa dificulta transferéncia de

elétrons causando a passivacao do eletrodo modificado.
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Figura 30 — Imagens de topografia da superficie por MEV dos eletrodos de grafite apds
a polimerizagdo com HFA, 500x. pH (a) 0,0; (b)1,0; (¢) 2,0; (d) 7,0; (¢)10,0 e (f)12,0.

3.2 — Estudos de Variacio do Numero de Varreduras para Eletrodeposicao de Poli

(4-HFA)
3.2.1 — Eletropolimerizacio e Propriedades de Poli(4-HFA)

A eletropolimerizagio de 4-HFA 1,5x10” mol L™ em meio de HCIO4 0,5 mol
L™, 200 varreduras, pH 0,3, foi realizada sobre eletrodo de grafite (Figura 31). Apds o
primeiro ciclo ocorre aumento gradual nos valores absolutos de corrente entre os valores
de potencial de oxido/redugao de +0,3V e 0,8V/+0,25V e +0,59V.

Em +1,05V, tem-se a oxidagdo de uma estrutura que tem o valor de corrente
aumentado com o aumento do nimero de varreduras, comportamento parecido com a
poli(tiramina) [57], cujo mondmero possui uma estrutura similar ao monomero 4-HFA,
mas com um grupo —CH,CH,;NH; em substituicao ao grupo -CH,CO,H ligado ao anel

aromatico.



48

Resultados e Discusséo

12¢
10}
L 08}
E 06}
@04l
02}
S 00 ke
02Ff
04t

rrent

06 03 00 03 06 00 12
Fotencial f vV vs ECS

Figura 31 - Voltametria ciclica de eletrodo de grafite em solucdo aquosa de 4-HFA

1.5.10 mol L' em meio 4cido de HCIO, 0,5mol L, 50 mV s'l, 200 varreduras.

O aparecimento de ondas de oxidacdo e reducdao em +0,86V, +1,02V e +0,33V,
respectivamente, foram observadas na solugdo do eletrélito (Figura 32) mostrando o
carater eletroativo do filme, o que comprova a modificagao da superficie do eletrodo de

grafite pelo filme polimérico.
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Figura 32 - Voltamograma ciclico de eletrodo de carbono grafite modificado com

poli(4-HFA), 200 varreduras, em HC1O4 0,5 mol L', 50 mVv s
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A andlise dos eletrodos modificados foi feita em solu¢do contendo o par redox
K;3Fe(CN)¢/ K4Fe(CN)g (Figura 33). O voltamograma mostra que o eletrodo de grafite

modificado pelo filme polimérico aumentou a transferéncia de elétrons na superficie do

eletrodo.
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Figura 33 - Voltamograma ciclico de eletrodo de grafite (—) ndo-modificado e (D)

modificado com poli (4-HFA) em K3Fe(CN)g (5 mmol L")/K4Fe(CN)g (5 mmol L™)
em 0.1 mol L™ KNO3, 100 mV st

A eletrodeposicao de poli (4-HFA), 100 varreduras sucessivas de potencial, ¢ a
caracterizacdo em solucdo contendo o par redox K;Fe(CN)s/K4sFe(CN)g e em solugao

aquosa de acido perclorico foram realizadas (Figura 34).
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Figura 34 - Voltamogramas ciclicos para o eletrodo de grafite em (a) 4-HFA 1.5.10°
mol L' em HCIO, 0,5 mol L™, 100 Varreduras, 50 mV s (b) em solugdo aquosa de
HCIO4 0,5 mol L', 50mV s, (c) solu¢do aquosa de KsFe(CN)s (5 mmol LY
K4Fe(CN)g (5 mmol L) em 0.1 mol L™ KNOs, 100 mV s™. (---) ndo-modificado e (=)
modificado com poli (4-HFA).

Comparando os voltamogramas dos filmes de 100 varreduras com filmes de
200 varreduras de potencial (Figura 35), observou-se que os potenciais de oxidagdo e
reducdo de formacao do filme sdo iguais, entretanto, o poli (4-HFA) eletrodepositado
com 200 varreduras sucessivas de potencial apresentou uma maior eletroatividade e
maior facilidade na transferéncia de elétrons frente ao par redox e maiores valores de

corrente em acido perclérico.
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Figura 35 - Voltametria ciclica do poli(4-HFA), eletropolimerizado em diferentes
nameros de varreduras: (0) 100 e (3%) 200; em solu¢do monomérica de 4-HFA 1,5.107
mol L' em HCIO4 0.5 mol L', 50mV s”'. As setas indicam aumento de valores de

corrente, com o aumento do niimero de varreduras.

Analisando as imagens de microscopia eletronica de varredura (MEV) de poli
(4-HFA) 1,5x10% mol L a 50mV s™' (Figura 36) observou-se a formacdo de estruturas
globulares e com o aumento do nimero de varreduras a superficie se torna mais

recoberta.

Figura 36 — Imagens de topografia da superficie por MEV dos eletrodos de grafite apos
a polimerizacdo com poli (4-HFA) em meio 4cido com ampliagdo de 200 x. (a) 100

varreduras ¢ (b) 200 varreduras.
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3.2.2 - Estudo de Espectroscopia de Impedancia

A EIE € uma técnica de estado estavel ndo-destrutiva e capaz de promover um
fenomeno de relaxacdo dentro de uma larga faixa de freqiiéncia [187,188]. As medidas
de impedancia foram usadas para investigar o comportamento elétrico do filme poli(4-
HFA) em solugio de KCI 1,0 mol L. Os filmes de poli(4-HFA) foram preparados
variando-se o numero de varreduras e concentragdo do mondmero (100 e 200
varreduras e 4-HFA 1.5.102 mol L™ ou 1.5.10" mol L™). A Figura 37 mostra a resposta
de impedancia (diagramas de Nyquist) dos eletrodos de grafite modificados com poli(4-
HFA). As medidas foram feitas no potencial de circuito aberto (OCP), enquanto a
Figura 38 mostra o circuito equivalente usado para o ajuste dos dados experimentais. A
letra n no circuito equivalente ¢ fun¢do da condi¢ao de polimerizagao usada. Os valores
numéricos para as resisténcias obtidas a partir dos graficos podem ser vistos na Tabela

3.
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Figura 37 - (I) Diagrama de Nyquist (-Z*’ vs. Z’) em KCI 1.0 mol L™ para eletrodo
modificado com poli(4-HFA) usando: (O) 100 ciclos; (1) 200 ciclos e (A) 200 ciclos,
mas com a concentragio do mondémero 10x maior (1.5.10" mol L™). A linha continua
representa o ajuste usando o circuito equivalente mostrado na Figura 35, onde: n=6 para
100 e 200 ciclos; n=5 para 200 ciclos com a concentragio do mondémero 1.5.10" mol L~
'. O grafico inserido corresponde ao voltamograma ciclico de poli(4-HFA) em KCI 1.0
mol L' a4 100 mV s sendo (a) 100 ciclos; (b) 200 ciclos e (c) 200 ciclos com a
concentragdo do mondémero 10x maior. (II) Corresponde a ampliagio dos

voltamogramas ciclicos na baixa regido de Z’.
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Figura 38 - Circuito equivalente usado para ajustar os dados de EIS.

A impedancia ¢ geralmente discutida em termos do circuito equivalente, Figura
38, que consiste de elementos que representam a resisténcia da solugdo frente ao
eletrélito (Rs) e a capacitancia da dupla camada (Cdl). Esta interface também ¢ formada
por impedancia da difusdo (Zw), conhecida por impedancia de Warburg e resisténcia a
transferéncia de carga na superficie (Rct) [189]. O n representa um valor entre 5 e 6 de
acordo com a condi¢do experimental.

A curva experimental mostra um semicirculo combinado com uma pequena
reta com inclinacdo de 45°C no dominio de altas freqiiéncias seguido por um
comportamento complexo no dominio de baixas freqiiéncias sugerindo a existéncia de
duas constantes de tempo, as quais foram confirmadas pelo diagrama de Bode. Os
resultados sugerem que o sistema ¢ controlado cineticamente em regides de altas
freqiiéncias e o processo de transferéncia de massa ¢ controlado em regides de baixas

freqiiéncias [189].

Tabela 3: Valores do ajuste do circuito equivalente para o poli (4-HFA) preparado com

(A) 100 ciclos (B) 200 ciclos e (C) 200 ciclos e concentragao do mondmero 10x maior.

R, R Ca R, C R, &) R; (& R4 C, Rs Cs R Cs

A | 1,08 | 12,6 | 0,052 | 1,78 | 0,11 | 360 | 1,56 | 47800 | 2,10 676 5,64 133 34,6 4713 4,46

B | 1,52 | 11,0 | 0,046 | 1,89 | 0,046 | 211 | 3,58 363 11,57 | 2,45e+8 | 26,7 | 4,2e+7 | 5,57 | 1,24e+4 | 2,90

C 1092|332 0,058 | 1058 | 4,90 95 | 1,28 442 2,06 10,5 0,99 | 429¢+4 | 1,58 - —-

R (Q cm?) and C (mF)

Os valores de Rg sdo de alguma forma mais altos para um eletrodo submerso
em eletrdlito forte sugerindo uma ligeira contribui¢do para a resisténcia do filme. Isso é
uma conclusdo razodvel para um decréscimo na corrente observada para o potencial
analisado nos voltamogramas ciclicos (veja Figura 37 I inserida), caracteristicos da

influéncia da resisténcia do sistema na corrente.
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A combinagdo (Cy[RW]) sugere que acontece uma transferéncia de elétrons
na superficie mais externa do eletrodo enquanto a combinacao seguinte [R,C,] (Figura
38) sugere que a transferéncia de elétron também ocorra na superficie das regides mais
internas do filme. A Cg4 pode ser tomada como a medida da superficie externa do
polimero. Mudangas ndo significantes na atividade da area da superficie externa foram
observadas em funcdo das condi¢des de preparagdo. A R descreve a velocidade da
transferéncia de elétrons, onde aumentos significativos (menores valores de R)
ocorrem somente quando a concentra¢do usada do monomero € 10 vezes maior. Esse
resultado sugere que o niumero de grupos oxidados e reduzidos por area de superficie
foi aumentado, com o numero de varreduras e com o aumento da concentragao.

A combinacdo da seqiiéncia (R,C,) descreve a resposta da superficie mais
interna combinando com a resposta do filme interno, ¢ ¢ fung¢do da condicao de
preparo. Para n=1 até n=3 a resposta ¢ atribuida a oxidacdo e reducdo de grupos
eletroativos localizados nas partes mais internas. Para n > 3 o valor extremamente alto
de R, suporta a combinacdo RC e descreve o comportamento elétrico do filme na
regido adjacente ao coletor de elétron. Para os filmes com 100 e 200 varreduras on ¢ 6
e para o filme com concentracdo 10 vezes maior n=5, o que explica os valores de

resisténcia a transferéncia de carga do filme contidos na Tabela 3.

3.3 — Incorporacoes de Biomoléculas

3.3.1 - Estudo de Incorporacio de Nucleotideos sobre Eletrodos de Grafite sem

Filme e Modificados com Poli(4-HFA)

Estudos [190-197] mostram que biomoléculas podem ser imobilizadas sobre
eletrodos de carbono grafite. As bases nitrogenadas, adenosina monofosfato e guanosina
monofosfato, sofrem oxidacdo quando imobilizadas sobre a superficie do eletrodo de

grafite modificado com poli(4-HFA) preparado em meio 4cido (Figura 39).
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Figura 39 - Voltametrias de eletrodo, subtraidas de suas linhas de base, de grafite sem
filme (---) ou modificado (—) com poli (4-HFA), 100 varreduras, contendo bases
nitrogenadas imobilizadas. (I) AMP (II) GMP usando-se diferentes eletrdlitos para a
deteccdo. (a) tampdo acetato, 0,1 mol L™, pH 4,5 ou (b) tampdo fosfato, 0,1 mol L', pH

7.4: 5mV s, As setas indicam oxidagdo de tracos da base guanina.

Os nucleotideos apresentaram picos de oxidagdo em +1,03 V e +1,25 V vs.
ECS em tampao acetato para GMP e AMP, respectivamente Para eletrodos cobertos
com filme polimérico contendo as bases nitrogenadas imobilizadas, a magnitude do
sinal de corrente aumentou ~2,0 vezes para AMP (Figura 40 I) e ~1,5 vezes para GMP
(Figura 40 II) comparados com os eletrodos de grafite sem modificagdo. A corrente ¢
um importante parametro para garantir a sensibilidade de sensores. Em adicdo, sobre a
superficie dos eletrodos modificados com poli(4-HFA), os picos para AMP ¢ GMP
deslocaram para potenciais mais positivos de 80 mV e 25 mV, respectivamente.
Valores de corrente e potencial de oxidacdo das bases nitrogenadas incorporadas sobre

poli(4-HFA) sdo mostrados na Tabela 4.
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Resultados e Discusséo

Tabela 4: Valores de corrente e potencial de oxidacdo das bases nitrogenadas

incorporadas em eletrodo de grafite sem e com filme poli(4-HFA), analisados em

solucao de tampao acetato (pH 4,50) e de tampao fosfato (pH 7,50).

Parametros Eletrodo de grafite Eletrodo de grafite modificado com
poli(4-HFA), 100 ciclos
AMP GMP AMP GMP
tampao tampao tampao tampao tampdo tampao |tampdo tampao
acetato  fosfato acetato  fosfato acetato  fosfato | acetato  fosfato
Corrente / mA 0,21 0,26 0,33 0,17 0,51 0,63 0,60 0,50
Potencial / V vs. ECS 1,29 1,15 1,01 0,86 1,34 1,23 1,03 0,93

Os valores apresentados na Tabela 4 mostram que a detec¢ao ¢ dependente do

tampao utilizado na analise. A diferenca dos potenciais de oxidacao dos nucleotideos

pode ser explicada em termos das estruturas dos nucleotideos (Figura 40). Em pH

acido, no caso do tampao acetato, as estruturas encontram-se protonadas o que dificulta

a oxidacdo e aumenta o potencial de oxidagdo, ja em pH quase neutro, tampao fosfato,

elas ndo estao protonadas facilitando a oxidacao diminuindo o potencial de detecgao.
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Figura 40 — Estruturas dos nucleotideos (a) adenosina monofosfato e (b) guanosina

monofosfato.

Na oxidacdo da GMP observou-se o aparecimento segundo pico em torno de

+0,7 V representado pela seta na Figura 39, que refere-se a oxidacao de tracos da base

guanina que pode estar presente na amostra [104,107].




