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Figura 12: Incorporação de biomoléculas por adsorção física.

As forças de ligação são principalmente devidas a 

der Waals e formação de sítios complexos de transferência de elétrons [59]. As vantagens desta 

técnica são: a ausência de modificação da biomolécula, baixo custo e possibilidade de 

regeneração da matriz. Entretanto, as forças de ligação são susceptíveis a mudança de 

temperatura e força iônica do meio [70,60].

1.4.1.2. Aprisionamento.

Esse método envolve a 

imerso em uma solução aquosa conten

monômero. O material biológico presente nas 

incorporado durante o crescimento do polímero. Na adição, o “aprisionamento” ocorre 

química que possa afetar a atividade do material como mostrado na figura 12:

Figura 13: incorporação de biomoléculas por aprisionamento.

A vantagem da polimerização eletroquímica é que o filme pode ser preparado facilmente 

em um rápido procedimento. Neste método é possível controlar a espessura da camada 
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As forças de ligação são principalmente devidas a pontes de hidrogênio, forças de Van 

der Waals e formação de sítios complexos de transferência de elétrons [59]. As vantagens desta 

técnica são: a ausência de modificação da biomolécula, baixo custo e possibilidade de 

ntretanto, as forças de ligação são susceptíveis a mudança de 

temperatura e força iônica do meio [70,60].

e método envolve a aplicação de um potencial apropriado no eletrodo de 
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afetar a atividade do material como mostrado na figura 12:

incorporação de biomoléculas por aprisionamento.
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pontes de hidrogênio, forças de Van 

der Waals e formação de sítios complexos de transferência de elétrons [59]. As vantagens desta 

técnica são: a ausência de modificação da biomolécula, baixo custo e possibilidade de 

ntretanto, as forças de ligação são susceptíveis a mudança de pH, 

aplicação de um potencial apropriado no eletrodo de trabalho, 

moléculas do material biológico de interesse e do 

vizinhanças da superfície do eletrodo é então 

incorporado durante o crescimento do polímero. Na adição, o “aprisionamento” ocorre sem reação 

afetar a atividade do material como mostrado na figura 12:

polimerização eletroquímica é que o filme pode ser preparado facilmente 

procedimento. Neste método é possível controlar a espessura da camada 
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polimérica baseado na medida de carga elétrica durante a polimerização eletroquímica. A maior 

vantagem deste método sobre os outros convencionais é a possibilidade de eletrogerar um 

polímero cobrindo parte da superfície de um eletrodo de geometria complexa, apresentando 

um baixo custo, se comparado com outras técnicas. Como desvantagem, esta técnica 

apresenta uma alta barreira de difusão [57,72].

1.4.1.3. Ligação cruzada.

Nessa técnica usa-se um reagente bifuncional, como glutaraldeído, ou multi-funcional, 

como hexametileno di-isocianato, para imobilização da molécula em vários tipos de suportes 

sólidos como na figura 13 [73]. Ao usar esta técnica é necessário que haja preocupação com a 

acessibilidade ao componente bioativo. A vantagem de seu uso é que a perda da atividade do 

componente biológico é mínima, e o custo envolvido é relativamente moderado [61,55].

Figura 14: incorporação de biomoléculas por ligação cruzada.

1.4.1.4. Ligação Covalente.

Essa técnica é efetuada através da ligação entre grupos funcionais da molécula biológica de 

interesse, e uma matriz de suporte (figura 13) [6]. Como matriz de suporte é comum usar filmes 

poliméricos, os quais podem ser eletropolimerizados sob condições (solvente orgânico, altos 

valores de potenciais para o processo de polimerização) que normalmente causariam danos às 

biomoléculas.
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Figura 15: incorporação de biomoléculas por ligação covalente.

Além disso, a ligação covalente entre a biomolécula e o polímero funcionalizado pode 

feita em solução tampão aquosa contendo aditivos e estabilizadores, a qual 

catalítica e/ou as propriedades de reconhecimento das 

apresenta como vantagem a baixa resistência difusional, 

de que a matriz de suporte não é regenerável 

1.5.1 TIPOS DE TRANSDUTORES

O transdutor pode ser classificado como eletroquímico (potenciométrico, amperométrico 

ou condutimétrico), térmico (calorimétrico), óptico (medida de luminescência, fluorescência, 

elipsometria, etc.), detector de massa (relaciona a oscilação da frequência de cristais pi

com variações na massa) [17,51,75].

1.5.1.1. Transdutor amperométrico

Emprega a medida de intensidade de corrente de 

potencial fixo, sendo a corrente gerada por reação redox 

concentração do analito [76]. No biossensor 

superfície do eletrodo, catalisa a reação 

gerada poderá ser efetuado, 

vezes, modifica-se a superfície do eletrodo com substância apropriada, denominada mediador, 

que oxidará um dos produtos e então monitora

eletroquímica do mediador na superfície do eletrodo. O mediador, evidentemente, deve 

seletivo e diminuir o valor do potencial a ser aplicado reduzindo a participação de 
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Além disso, a ligação covalente entre a biomolécula e o polímero funcionalizado pode 

feita em solução tampão aquosa contendo aditivos e estabilizadores, a qual 

s propriedades de reconhecimento das biomoléculas [71]. Esta técnica 

apresenta como vantagem a baixa resistência difusional, ao passo que a desvantagem vem do fato 

de que a matriz de suporte não é regenerável [5,74].

TIPOS DE TRANSDUTORES

pode ser classificado como eletroquímico (potenciométrico, amperométrico 

ou condutimétrico), térmico (calorimétrico), óptico (medida de luminescência, fluorescência, 

elipsometria, etc.), detector de massa (relaciona a oscilação da frequência de cristais pi

com variações na massa) [17,51,75].

1.5.1.1. Transdutor amperométrico.

prega a medida de intensidade de corrente de uma célula eletroquímica a um 

potencial fixo, sendo a corrente gerada por reação redox na superfície sensitiva, proporcional 

concentração do analito [76]. No biossensor enzimático, a enzima adequada, imobilizada na 

superfície do eletrodo, catalisa a reação dos substratos, e o monitoramento da corrente elétrica 
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____________________________________________________________________________________

_____________________________________________________________________________________

26

Introdução

Além disso, a ligação covalente entre a biomolécula e o polímero funcionalizado pode ser 

feita em solução tampão aquosa contendo aditivos e estabilizadores, a qual preserva a atividade 

biomoléculas [71]. Esta técnica 

ao passo que a desvantagem vem do fato 

pode ser classificado como eletroquímico (potenciométrico, amperométrico 

ou condutimétrico), térmico (calorimétrico), óptico (medida de luminescência, fluorescência, 

elipsometria, etc.), detector de massa (relaciona a oscilação da frequência de cristais piezelétricos 

uma célula eletroquímica a um 

na superfície sensitiva, proporcional à 

enzimático, a enzima adequada, imobilizada na 

dos substratos, e o monitoramento da corrente elétrica 

mo de regente. Outras 

superfície do eletrodo com substância apropriada, denominada mediador, 

se a corrente elétrica devida à re-oxidação 

eletroquímica do mediador na superfície do eletrodo. O mediador, evidentemente, deve ser 

seletivo e diminuir o valor do potencial a ser aplicado reduzindo a participação de eventuais 



____________________________________________________________________________________

_____________________________________________________________________________________

27

Introdução

interferentes da reação [51].

Durante algum tempo uma das principais preocupações na construção de biossensores 

amperométricos centralizou-se na velocidade de transferência de elétrons do sítio ativo da 

enzima para a superfície do eletrodo [78, 79]. Isto é evidenciado quando se observam as 

transformações através das quais os biossensores têm passado, na procura de uma maior 

seletividade e eficiência na transferência de elétrons. Os biossensores de primeira geração, 

baseados na eletroatividade do substrato ou produto da reação enzimática, apresentavam 

problemas de interferências em virtude da necessidade de aplicação de potenciais muito altos 

[80, 81]. Na tentativa de diminuir estes potenciais, surgiram os biossensores de segunda 

geração, onde o emprego de mediadores de elétrons tinha como função o transporte de 

elétrons entre a enzima e o eletrodo [81]. Entretanto, esta configuração pode apresentar 

problemas de interferências, uma vez que, este arranjo pode facilitar também a 

transferência de elétrons proveniente de reações redox paralelas à reação entre a enzima e o 

substrato. Com o intuito de superar estes problemas, uma nova categoria de biossensores 

chamada de terceira geração tem sido proposta [82, 83]. Esta proposta é baseada na transferência 

direta de elétrons entre enzima e eletrodo na ausência de mediadores, sendo esta uma 

característica que a torna bastante vantajosa, já que promove uma maior seletividade, à medida 

que eles operam em potenciais mais próximos ao da própria enzima, diminuindo, como 

conseqüência, as reações interferentes, assim como dispensando o uso de outros reagentes na 

seqüência das reações enzimáticas. Segundo Kubota [62] uma transferência de elétrons eficiente 

é conseguida através da diminuição ou remoção da camada protetora de proteínas ao redor do 

sítio ativo da enzima, sem perder a seletividade e ao mesmo tempo aumentando a 

sensibilidade oferecida pelos biossensores construídos desta forma.

1.5.1.2. Transdutor potenciométrico.

Neste tipo de transdutor o potencial é gerado pela diferença de potencial entre um 

eletrodo de referência e o eletrodo indicador (biossensor), o qual varia com a atividade (ou 

concentração) da espécie que está sendo analisada [81]. O dispositivo potenciométrico mede o 

potencial do eletrodo indicador sobre condições de equilíbrio onde não há ao longo da

interface eletrodo/solução eletrólise e nem transporte de carga. A diferença de potencial entre o 

eletrodo indicador e o eletrodo de referência é relacionada à concentração do analito de 
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acordo com a equação de Nernst ou de Donnan [59]. Este tipo de transdutor raramente é 

usado em biossensores com enzimas imobilizadas em polímeros eletrodepositados [5].

1.5.1.3. Transdutor condutométrico.

Os transdutores condutométricos são empregados quando o biorreconhecimento do 

substrato pela enzima produz mudanças na condutividade elétrica da solução, devido ao 

consumo ou produção de espécies iônicas.  As principais vantagens dos biossensores 

condutométricos são: simplicidade de operação e o baixo custo dos detectores. Como principais 

desvantagens, encontram-se a baixa sensibilidade e a dependência da condutividade com a 

temperatura [84].

1.5.1.4. Transdutores Térmicos.

Os transdutores térmicos, cujas respostas dependem do efeito de aquecimento da 

radiação, são utilizados para a detecção de todos os comprimentos de onda no infravermelho, 

exceto os menores. Com esses dispositivos, a radiação é absorvida por um pequeno corpo negro 

e o aumento de temperatura resultante é medido. O problema de se medir radiação infravermelha 

por meios térmicos é complicado pelo ruído térmico do ambiente. Por esse motivo, os 

transdutores térmicos são encapsulados sob vácuo e cuidadosamente isolados de radiação 

térmica emitida por outros objetos próximos [85].

1.5.1.5. Transdutor calorimétrico.

Biossensores calorimétricos são usados quando a reação envolve importante 

conversão de entalpia. O calor leva a um aumento de temperatura proporcional a qual pode 

ser relacionada com a concentração do analito [44]. Para detecção, o sinal térmico gerado pela 

reação redox foi medido como oposto para a medida de sinal eletroquímico [23]. 

1.5.1.6. Transdutores ópticos.

Biossensores ópticos são baseados em medidas de absorção ou emissão de luz como 

conseqüência de uma reação bioquímica. Neste tipo de biossensor, ondas de luz são guiadas 
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por meio de fibras ópticas para um detector adequado [86].

Durante as duas últimas décadas houve um avanço significativo no 

desenvolvimento de sensores e biossensores ópticos para determinações de espécies de interesse 

químico e biológico. O primeiro sensor com transdução químico-óptico foi baseado na 

medida de mudanças no espectro de absorção e foi desenvolvido para determinações  de  

CO2 e O2. Desde então, uma variedade de sistemas ópticos de detecção estão sendo utilizados 

em sensores e biossensores, incluindo, entre outros, elipsometria, espectroscopia 

(luminescência, fosforescência, fluorescência, Raman), interferometria (interferometria de luz 

branca, interferometria modal) e, finalmente, a ressonância de plasma de superfície. Nestes 

sensores, a quantificação da espécie de interesse é realizada por medidas do índice de 

refração, quantidade de luz absorvida, propriedades fluorescentes das moléculas analisadas ou 

um meio de transdução químico-óptica [87].

1.5.1.7. Transdutor piezoelétrico

Dispositivo piezoelétrico requer um cristal oscilante para alternar a freqüência (MHz). A 

oscilação mecânica do cristal varia de acordo com a mudança de massa. Os cristais são recobertos 

com biomoléculas exibindo alta seletividade frente a substancia a ser determinada. A 

principal desvantagem destes dispositivos depende da adsorção não seletiva [5].

Nos últimos anos um intenso esforço de investigação foi realizado no campo da análise 

eletroquímica procurando modelos de biossensores eletroquímicos capazes de proporcionar 

melhores características analíticas em termos de sensibilidade, seletividade, confiabilidade, 

facilidade de fabricação e utilização e baixo custo [56, 57, 66].

Atualmente, a detecção de seqüências específicas de DNA tornou-se um importante 

campo de investigação devido a sua aplicação no diagnóstico de doenças, rastreamento de drogas 

e proteção do meio ambiente [88,89].

Existe um crescente interesse na aplicação de biossensores para a detecção de DNA nos 

últimos anos devido à sua interessante condução elétrica e propriedades únicas das suas 

estruturas tridimensionais. O DNA imobilizado na superfície de um eletrodo não só fornece um 

microambiente biocompatível para biomolécula, mas também gera grandes aumentos na 

cobertura de biomoléculas na superfície do eletrodo [90].
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Polímeros condutores mostram condutividade iônica e eletrônica, e, portanto, atuam 

como transdutores de íons e

possibilidade de construção de sensores eletroquímicos de baixo custo, de fácil manuseio e 

grande capacidade de miniaturização e automação [63].

1.2. OBJETIVOS DO TRABALHO

O objetivo principal desse trabalho visa recobrir a superfície do eletrodo com uma camada 

modificadora de um eletrodo de grafite pela eletropolimerização

(Figura 15), utilizando a técnica da voltametria cíclica

eletrodepositado sobre a superfície do eletrodo também foi feita utilizando vários métodos 

diferentes e que se complementaram para a

3-hidroxifenilacético na superfície do el

(a)                                                                           

Figura 16: Estrutura do ácido 3

bola e bastão.

Para a produção de eletrodos quimicame

hidróxifenilacético, que forma um polímero condutor e com um grupo funcional disponível 

(carboxila) para interagir de forma melhor com alguma molécula de reconhecimento

biomolécula pode reagir na superf

de corrente e de potenciais obtidas 

interesse em uma solução de análise
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Polímeros condutores mostram condutividade iônica e eletrônica, e, portanto, atuam 

como transdutores de íons e elétrons. Por esta razão, polímeros condutores apresentam a 

possibilidade de construção de sensores eletroquímicos de baixo custo, de fácil manuseio e 

grande capacidade de miniaturização e automação [63].

1.2. OBJETIVOS DO TRABALHO

O objetivo principal desse trabalho visa recobrir a superfície do eletrodo com uma camada 

eletrodo de grafite pela eletropolimerização de ácido 3

, utilizando a técnica da voltametria cíclica. A caracteriza

eletrodepositado sobre a superfície do eletrodo também foi feita utilizando vários métodos 

diferentes e que se complementaram para a comprovar a existência do polímero derivado de ácido 

na superfície do eletrodo.

                       

                                                                          (b)

Estrutura do ácido 3-hidroxifenilacético (a) fórmula estrutural (b) modelo de 

Para a produção de eletrodos quimicamente modificados (EQM’s) selecionou

hidróxifenilacético, que forma um polímero condutor e com um grupo funcional disponível 

(carboxila) para interagir de forma melhor com alguma molécula de reconhecimento

pode reagir na superfície do eletrodo através de um processo redox , 

de corrente e de potenciais obtidas pelo transdutor, são suficientes para identificar 

interesse em uma solução de análise através da incorporação dessa biomolécula
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Polímeros condutores mostram condutividade iônica e eletrônica, e, portanto, atuam 

elétrons. Por esta razão, polímeros condutores apresentam a 

possibilidade de construção de sensores eletroquímicos de baixo custo, de fácil manuseio e 

O objetivo principal desse trabalho visa recobrir a superfície do eletrodo com uma camada 

de ácido 3-hidroxifenilacético

caracterização do material 

eletrodepositado sobre a superfície do eletrodo também foi feita utilizando vários métodos 

do polímero derivado de ácido 

hidroxifenilacético (a) fórmula estrutural (b) modelo de 

selecionou-se o ácido 3-

hidróxifenilacético, que forma um polímero condutor e com um grupo funcional disponível 

(carboxila) para interagir de forma melhor com alguma molécula de reconhecimento. Essa 

ície do eletrodo através de um processo redox , onde as respostas 

, são suficientes para identificar o analito de 

através da incorporação dessa biomolécula.     
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CAPÍTULO 2: PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL
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Para a produção de eletrodos quimicamente modificados (EQM’s) selecionou-se o ácido 3-

hidróxifenilacético, que forma um polímero condutor e com um grupo funcional disponível 

(carboxila) para interagir de forma melhor com alguma molécula de reconhecimento. Essa 

biomolécula (analito alvo) pode reagir na superfície do eletrodo através de um processo redox , 

onde as respostas de corrente e de potenciais obtidas pelo transdutor, são suficientes para identificar 

esse analito de interesse em uma solução de análise através da incorporação dessa biomolécula.     

2.1 – REAGENTES E MATERIAIS

Água desionizada (18,2 MΩ cm-1,  Milli-Qplus); ácido 3-hidroxifenilacético, C8H8O3, Acros 

Organics, 989%. M.M.=152,15; ácido fosfórico, H3PO4, Reagen, 85%, d=1,83, M.M.=98; ácido 

perclórico, HClO4, Reagen, 70%, d= 1,66, M.M.= 100,46; ácido nítrico, HNO3, Cinética, 65%, d= 

1,5, M.M.=63,01; cloreto de potássio, KCl, Vetec, 99,5%, M.M.=74,55; ferricianeto de potássio, 

K3Fe(CN)6, Reagen, 00%, M.M.=329,25; acetato de sódio, NaC2H3O2.3H2O, Pró Análise, 99%, 

M.M.=136; hidróxido de sódio, NaOH, Vetec, 98%, M.M.= 40; oliginucleotídeos Invitrogen Life 

tecnology, 99,999%; gás nitrogênio ultrapuro; grafite em bastão, Alfa Aesar, 99,9995%, bastão 

com diâmetro=6mm; alumina Buehler, 0,3µm; adesivo epóxi 24 horas da marca Araldite; fita veda 

rosca de teflon, (politetrafluoretileno); lixa d’água para metais.

2.2.  SOLUÇÕES UTILIZADAS NOS EXPERIMENTOS

Todas as soluções estoque foram preparadas com água desionizada (18,2 MΩ cm-1, 

Milli-Qplus). Já as soluções de monômeros e eletrólitos foram  mantidas  sob borbulhamento com 

N2(g) durante quarenta minutos para retirar o gás oxigênio residual dissolvido no sistema. 

Para toda a parte experimental do trabalho utilizou-se as seguintes soluções:

I. Suspensão de alumina 0,3 µm em água deionizada.

II. Solução de ferricianeto de potássio/ferrocianeto de potássio 5 mmol.L-1: a solução foi 

preparada a partir de 0,823 g de ferricianeto de potássio, 1,056 g de ferrocianeto de potássio  e 

5,055  g  de  nitrato  de  potássio.  Os  reagentes  foram  transferidos quantitativamente para 

um balão volumétrico de 500,0 mL e completado o volume. 

III. Solução monomérica 2,5 x 10-3 mol.L-1: a solução foi preparada a partir de 0,132 g de 

ácido 3-hidroxifenilacético e o volume foi ajustado para 50,0 mL com solução de ácido perclórico 

0,5 mol.L-1. 

IV. Solução de ácido perclórico 0,5 mol.L-1: transferiu-se 15,1 mL de ácido perclórico, para  
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um  balão  volumétrico  de 500,0  mL  e    completou-se  o  volume  com  água desionizada 

homogeneizando o sistema.

V. Solução estoque de cloreto de potássio 1 mol.L-1: transferiu-se 7,460 g para um balão 

volumétrico de 100,0 mL e o volume foi completado com água deionizada. 

VI. As sondas de oligonucleótidos de poli-adenina, poli (A) e de alvo, poli-timina, poli (T), 

foram sintetizados pela Invitrogen Life Technologies com as seguintes sequências: poli (A) 5'-

AAAAAAAAAAAAAAAA-3 ', poli (T) 5'-TTTTTTTTTTTTTTTT-3'. 

VII. As soluções de estoque das sondas (6,4x10-2 mmol.L-1) de poli(A) e do alvo 

oligonucleotídeos (6,4x10-2 mmol.L-1) e de poli(T) foram preparados em água e armazenadas a   

-20 º C até utilizar nos experimentos. 

VIII. Solução tampão com os componentes (CH3COOH/CH3COONa) foram adquiridos da 

Sigma-Aldrich Chemical, E.U.A. (ACS pureza) e preparada em pH 4,7. 

IX. As soluções dos monômeros de ácido 3-hidroxifenilacetico, foram preparadas em 

solução 0,5 mol.L-1 de HClO4. 

Todos os reagentes foram utilizados como recebidos. Os experimentos foram conduzidos à 

temperatura ambiente (25 ± 1 º C).

2.3.  EQUIPAMENTOS

Toda a vidraria e demais recipientes onde as soluções eram introduzidas para análise, 

polimerização ou até mesmo estoque foram lavadas com água desionizada em abundância e 

também imersas em ácido nítrico de pureza analítica, por 24 horas e novamente o equipamento 

foi submetido a outra lavagem com água como anteriormente.

2.3.1 Preparação dos eletrodos de trabalho

Foram utilizadas diferentes metodologias para a preparação dos sistemas onde os 

experimentos foram realizados. Sempre foi imprescindível a preparação de vários eletrodos 

de trabalho diferentes para que os resultados pudessem ter reprodutibilidade.

Os eletrodos de grafite foram preparados utilizando-se um disco de grafite com 6 mm de 

diâmetro e aproximadamente 2 mm de altura que foi colado (com uma cola de prata) em base de 

latão revestida com teflon, para que o contato elétrico fosse estabelecido. Após duas horas 

verificou-se a condutividade deste eletrodo com auxílio de um multímetro. A seguir, o espaço da 
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base entre grafite e teflon foi preenchido com a resina epóxi da marca Araldite 24 h para que não 

houvesse contato direto da solução condutora com a base metálica do eletrodo. 

Figura 17: Eletrodo de disco de grafite: (A) afixado na base de teflon e recoberto com fita 

isolante de teflon; (B) eletrodos de grafite a granel.

Para a preparação do eletrodo de referência de prata/cloreto de prata, uma placa de prata, 0,2 

mm x 2 cm x 2mm, foi previamente limpa com esponja de aço e água desionizada, em abundância. 

Para aumentar a área superficial desta placa, foram feitos riscos com uma lâmina de estilete e, a 

seguir, lavou-se com água deionizada. O contato elétrico foi feito usando um fio de cobre. O 

eletrodo de prata foi transferido para um recipiente contendo solução de cloreto de potássio 0,1 

mol.L-1. Um eletrodo de placa de platina foi utilizado como eletrodo de trabalho, e prata como 

eletrodo auxiliar. O recobrimento do eletrodo de prata foi feito por processo galvanostático, 

sob uma corrente de 0,5 mA por 1 hora e trinta minutos, sob agitação. O eletrodo de prata/cloreto 

de prata apresenta-se na Figura 18. A base para o eletrodo de trabalho foi confeccionado em teflon 

(politetrafluoretileno), com uma barra interna de latão para condução de corrente elétrica, onde o 

eletrodo de trabalho era parafusado diretamente na base metálica do eletrodo com a solução 

condutora e envolvido com a fita de teflon. O eletrodo de referência de platina apresenta uma placa 

desse metal, que é a parte do eletrodo que entra em contato direto com a solução da cela 

eletroquímica com uma área de aproximadamente 2cm2, conectado a um fio de cobre que fecha o 

circuito em sua parte externa.

BA
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A figura 18 mostra os equipamentos citados

Figura 18: Eletrodos utilizados nos experimentos eletroquímicos: (A) eletrodo de 

prata/cloreto de prata; (B) base metálica recoberta com TEFLON onde os eletrodos são 

afixados; (C) eletrodo de referência feito de platina; (D) eletrodos de grafite já afixados na 

base e recobertos com a resina epóxi

2.3.2 - Limpeza dos eletrodos: 

Para polir os eletrodos de grafite, utilizou

2V 0,610433)  com água em abundância

Figura 19: Politriz (Arotec modelo AROPOL 2V 0610433) 

eletrodos com alumina.
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ra os equipamentos citados.

Eletrodos utilizados nos experimentos eletroquímicos: (A) eletrodo de 

prata/cloreto de prata; (B) base metálica recoberta com TEFLON onde os eletrodos são 

afixados; (C) eletrodo de referência feito de platina; (D) eletrodos de grafite já afixados na 

a resina epóxi para evitar o contato da solução com a base metálica.

Limpeza dos eletrodos: 

Para polir os eletrodos de grafite, utilizou-se uma politriz (Arotec modelo AROPOL 

com água em abundância, ilustrada na Figura 19.

Arotec modelo AROPOL 2V 0610433) utilizada para polimento dos 
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Eletrodos utilizados nos experimentos eletroquímicos: (A) eletrodo de 

prata/cloreto de prata; (B) base metálica recoberta com TEFLON onde os eletrodos são 

afixados; (C) eletrodo de referência feito de platina; (D) eletrodos de grafite já afixados na 

para evitar o contato da solução com a base metálica.

Arotec modelo AROPOL 

utilizada para polimento dos 
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2.3.3 – Potenciostato para análises voltamétricas

Para os experimentos de formação dos filmes foi utilizado o equipamento  Potenciostato  

CH  Instruments Modelo 420 A e 760 A, apresentado na Figura 20.

Figura 20: Potenciostato  CH  Instruments Modelo 420 A.

As análises de impedância foram conduzidas em um potenciostato/galvanostato marca 

AUTOLAB, modelo PGSTAT20. Essas medidas foram conduzidas em solução de K3Fe(CN)6 / 

K4Fe(CN)6 / KNO3. 

Os experimentos eletroquímicos foram conduzidos em células de  três compartimentos 

(Figura 21 A) utilizando-se eletrodo de prata/cloreto de prata como eletrodo de referência e 

eletrodo de platina como contra-eletrodo como mostrado na Figura 21 B.

Figura 21: (A) Célula eletroquímica de três compartimentos; (B) Célula eletroquímica 

montada com os eletrodos de trabalho, referência e contra eletrodo.
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2.3.3 - Microscopia de força atômica (AFM)

Para estudos de microscopia de força atômica utilizou-se o microscópio de força atômica 

(Nanoscope IIIa,Digital Instruments) no modo de força atômica de posse do instituto de química 

da Universidade Federal de São Carlos (UFSCAR).

2.4. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

2.4.1. Limpeza do material utilizado

O eletrodo auxiliar de platina foi flambado para retirada de traços de algum material 

orgânico que porventura pudesse estar presente em sua superfície bem como microorganismos 

que poderiam interferir nos resultados obtidos.

O eletrodo de trabalho de grafite foi polido manualmente com lixa d’água. Para seu 

acabamento foi feito o polimento no feltro da politriz com alumina, de granulometria 3,0 µm, 

depois colocado em um aparelho de ultrasom, mergulhado em grande quantidade de água 

desionizada, por cerca de 10 minutos para retirada de resíduos sólidos de alumina e depois 

foram secos em gás nitrogênio ultrapuro.

2.4.2. Determinação da qualidade dos eletrodos de trabalho

Para o teste da superfície destes eletrodos foram feitos voltamogramas cíclicos em 

solução padrão contendo o par redox K3Fe(CN)6 / K4Fe(CN)6 5 mmol.L-1 contendo KNO3 0,1 

mol.L-1, na faixa de potencial de  −0,1 até + 0,7 V e velocidade de varredura 50 mV.s-1. A 

qualidade do eletrodo de trabalho foi analisada pela diferença entre os picos do par redox. 

Em seguida o eletrodo foi lavado com água desionizada e transferido para uma solução 

de ácido perclórico 0,5 mol.L-1, de -0,2 até + 0,7 V, também com a velocidade de varredura de 50 

mV.s-1. Esse voltamograma foi utilizado como linha de base para as leituras verificando assim a 

formação do filme polimérico de ácido poli(3-hidroxifenilacético).
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2.4.3. Formação de filme polimérico sobre os eletrodos: 

A solução monomérica de ácido 3-hidróxifenilacético, previamente preparada em 

ácido perclórico 0,5 mol.L-1, foi transferida para a célula eletroquímica e deaerada com gás 

nitrogênio (N2) ultra-puro. Os eletrodos de trabalho, referência e contra-eletrodo foram levados 

aos seus respectivos compartimentos.

Mantendo-se o pH da solução monomérica constante (pH=0,5), foram feitas 100 varreduras 

sucessivas de potencial variando entre -0,7 até +1,2 V com velocidade de varredura de 50 mV.s-1.

Após as eletropolimerizações, os eletrodos quimicamente modificados foram lavados com água 

desionizada em  abundância  e  secos  com  nitrogênio  analítico.  Estas  superfícies  

eletródicas modificadas  foram  submetidas  a  testes  eletroquímicos  em  solução  do  par  redox 

K3Fe(CN)6 / K4Fe(CN)6 5 mmol.L-1, para verificar tanto a formação de filme como o caráter do 

filme formado. Após o teste na solução do par redox o eletrodo foi lavado e conduzido para uma 

célula contendo ácido perclórico 0,5 mol.L-1, para verificação da existência de filme na superfície do 

eletrodo. 

Os eletrodos modificados foram armazenados em um dessecador para trabalhos posteriores de 

imobilização de biomoléculas.

2.4.4 - Imobilização de biomoléculas sobre o poli-3-HFA: 

A imobilização de biomoléculas foi realizada através da aplicação de 15 μL da solução-

mãe de 6,1x10-2 mmol.L-1 de uma sonda de poli (A) à superfície do eletrodo modificado, e secas 

à temperatura ambiente (25 ± 1oC) por 15 min. Em seguida, o eletrodo foi imerso por 6 s em 

tampão acetato. Em seguida, foram realizadas voltametrias de pulso diferencial, utilizando o 

mesmo tampão (0,1 mol L-1, pH 4,5) como eletrólito.

Após a imobilização da sonda, foram aplicados 15 μL de poli (T) (6,1x10-1 mmol L-1) 

sobre a superfície do eletrodo modificado. Os ensaios de hibridação foram realizados a 42º C 

durante 15 minutos. Em seguida, o eletrodo foi lavado por imersão em tampão acetato durante 

6s. Os resultados são apresentados na Figura 33 mostrando o voltamograma de pulso diferencial 

registrados em tampão acetato como o eletrólito. 
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Foram realizados ensaios utilizando azul de metileno como indicador de hibridação. Para 

os eletrodos utilizando este indicador, foram adicionados á superfície do eletrodo, 15 μL de 

solução aquosa, contendo azul de metileno (5,0x10-1 µmol. L-1) e NaCl (2,0x10-1 mmol L-1). 

Uma última etapa foi realizada com a lavagem por imersão em tampão acetato durante 6s após 

15 minutos de reação com azul de metileno, à temperatura ambiente.
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CAPÍTULO 3: RESULTADOS E DISCUSSÃO
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3.1. PRODUÇÃO DE FILMES POLIMÉRICOS DE POLI ÁCIDO 3

HIDROXIFENILACÉTICO.

Foram feitas as voltametrias cíclicas iniciais para 

trabalho, em solução aquosa contendo o par redox Fe

eletrodos que estiveram dentro dos parâmetros de seleção para reprodutibilidade dos 

experimentos. Para que os eletrodos estivessem dentro desse padrão

entre os picos de oxidação e de redução não poderia ultrapassar 100 mV.

Foram feitas 100 varreduras de

velocidade de varredura de 50 mV.s

A figura 22 mostra as varreduras de potencial de eletrodos de grafite para o monômero de 

ácido 3-hidroxifenilacético em solução de ácido perclórico (pH=0,5).

Figura 22: Voltametria cíclica de eletrodo de grafite de uma solução de ácido 3

hidroxifenilacetico (2,5x10-3

potencial, com velocidade de varredura de 50mVs

No primeiro ciclo, observa

referente à oxidação do ácido 3

a formação de um pico de redução

sequência das varreduras, os valores de corrente do pico
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3.1. PRODUÇÃO DE FILMES POLIMÉRICOS DE POLI ÁCIDO 3

oltametrias cíclicas iniciais para verificar as condições do eletrodo de 

em solução aquosa contendo o par redox Fe2+/Fe3+. Somente 

dentro dos parâmetros de seleção para reprodutibilidade dos 

experimentos. Para que os eletrodos estivessem dentro desse padrão, a diferença de potencial 

entre os picos de oxidação e de redução não poderia ultrapassar 100 mV.

Foram feitas 100 varreduras de potencial sobre o eletrodo de grafite polido

velocidade de varredura de 50 mV.s-1, com potencial redox variando entre -

mostra as varreduras de potencial de eletrodos de grafite para o monômero de 

o em solução de ácido perclórico (pH=0,5).

Voltametria cíclica de eletrodo de grafite de uma solução de ácido 3

mol.L-1) em HClO4 (0,5 mol.L-1), por 100 s

com velocidade de varredura de 50mVs-1.

No primeiro ciclo, observa-se a formação de um pico de oxidação crescente em 1,10V, 

referente à oxidação do ácido 3-hidroxifenilacético. No retorno da voltametria cíclica, observa

a formação de um pico de redução em 0,35 V e outro pico de oxidação em 0,55 V. Com a 

sequência das varreduras, os valores de corrente do pico de oxidação do monômero diminuem
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3.1. PRODUÇÃO DE FILMES POLIMÉRICOS DE POLI ÁCIDO 3-

verificar as condições do eletrodo de 

omente foram escolhidos 

dentro dos parâmetros de seleção para reprodutibilidade dos 

a diferença de potencial 

potencial sobre o eletrodo de grafite polido, com 

-0,7 V e 1,2 V. 

mostra as varreduras de potencial de eletrodos de grafite para o monômero de 

Voltametria cíclica de eletrodo de grafite de uma solução de ácido 3-

), por 100 sucessivos ciclos de 

se a formação de um pico de oxidação crescente em 1,10V, 

hidroxifenilacético. No retorno da voltametria cíclica, observa-se 

em 0,35 V e outro pico de oxidação em 0,55 V. Com a 

de oxidação do monômero diminuem, 
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indicando consumo do mesmo para a formação de cátions radicais, como resultado da oxidação 

do grupo hidroxila ligado diretamente ao anel aromático. Esses cátions radicais produzem 

oligômeros que podem se depositar sobre o eletrodo.

Os valores dos picos de oxi-redução formados posteriormente a esta oxidação aumentam, 

indicando formação de um material que apresenta atividade eletroquímica. Analisando os 

voltamogramas, é possível afirmar que ocorre a formação de um material eletroativo, porém não 

é possível confirmar que o material eletroativo que se forma por meio dessa oxidação está se 

depositando na superfície do eletrodo. Para confirmar esta deposição e conseqüente modificação 

do eletrodo de grafite, outros estudos foram feitos para caracterização do eletrodo modificado.
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3.2. CARACTERIZAÇÃO ELETROQUÍMICA DOS ELETRODOS MODIFICADOS

Após 100 ciclos, os eletrodos foram transferidos para uma célula contendo uma solução do 

par redox (Fe2 +/Fe3 +) (Figura 

B).

Na Figura 23 A, foi observado um aumento na resposta de corrente bem como um aumento 

da área relacionada com os picos de redução e de oxidação, sugerindo formação de um filme 

polimérico com maior área superficial

camada de poli-3-HFA eletrodepositada, 

de área ocasiona um consequente aumento d

O pico de oxidação em torno de 0,3V pode ser atribuído a transferências ele

redox Fe2+/Fe3+. O pico de oxidação em torno de 0,5 V pode ser atribuído à transferência de 

elétrons envolvendo a malha polimérica de poli

Figura 23: Voltamogramas cíclicos de eletrodos de grafite após 100 ciclos em solução 

(0,5 mol.L-1), contendo ácido 3

contendo KCl (0,1 mol.L-1). 

modificação; eletrodo de grafite após 

Observou-se também que a área desses dois picos é maior, quando comparada a resposta 

do eletrodo de grafite sem modificação, indicando uma maior carg

processos redox que ocorreram no eletrodo modificado.

____________________________________________________________________________________

_____________________________________________________________________________________

CARACTERIZAÇÃO ELETROQUÍMICA DOS ELETRODOS MODIFICADOS

etrodos foram transferidos para uma célula contendo uma solução do 

) (Figura 23 A) e para uma célula que contém a solução de HClO

A, foi observado um aumento na resposta de corrente bem como um aumento 

da área relacionada com os picos de redução e de oxidação, sugerindo formação de um filme 

polimérico com maior área superficial, provavelmente devido a uma maior rugosidade da 

HFA eletrodepositada, sobre a superfície do eletrodo de grafite. Este aumento 

de área ocasiona um consequente aumento da transferência eletrônica do par redox

O pico de oxidação em torno de 0,3V pode ser atribuído a transferências ele

. O pico de oxidação em torno de 0,5 V pode ser atribuído à transferência de 

elétrons envolvendo a malha polimérica de poli-3HFA, presente na superfície do eletrodo.

Voltamogramas cíclicos de eletrodos de grafite após 100 ciclos em solução 

), contendo ácido 3-hidroxifenilacético. (A) solução de Fe2 + / Fe

(B): solução de HClO4 (0,5 mol.L-1). () Eletrodo de grafite

; eletrodo de grafite após 100 ciclos de potencial (---), 50 mV.s

se também que a área desses dois picos é maior, quando comparada a resposta 

do eletrodo de grafite sem modificação, indicando uma maior carga elétrica envolvida nos 

processos redox que ocorreram no eletrodo modificado. O aumento dessa área 
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CARACTERIZAÇÃO ELETROQUÍMICA DOS ELETRODOS MODIFICADOS

etrodos foram transferidos para uma célula contendo uma solução do 

A) e para uma célula que contém a solução de HClO4 (figura 23

A, foi observado um aumento na resposta de corrente bem como um aumento 

da área relacionada com os picos de redução e de oxidação, sugerindo formação de um filme 

, provavelmente devido a uma maior rugosidade da 

perfície do eletrodo de grafite. Este aumento 

a transferência eletrônica do par redox Fe2+/Fe3+.

O pico de oxidação em torno de 0,3V pode ser atribuído a transferências eletrônicas do par 

. O pico de oxidação em torno de 0,5 V pode ser atribuído à transferência de 

3HFA, presente na superfície do eletrodo.

Voltamogramas cíclicos de eletrodos de grafite após 100 ciclos em solução de HClO4

/ Fe3 + (5x10-3 mol.L-1), 

Eletrodo de grafite sem 

50 mV.s-1.

se também que a área desses dois picos é maior, quando comparada a resposta 

a elétrica envolvida nos 

O aumento dessa área aponta para a 
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formação de um eletrodo modificado por um um caráter condutor do filme polimérico derivado 

de ácido 3-hidroxifenilacético depositado na superfície do eletrodo. 

Já o pico de redução, que ocorre por volta de 0,3 V, provavelmente deve relacionar-se com 

a redução do par redox Fe2+/Fe3+ sobreposto com o pico de redução do filme polimérico, pois é a 

região onde ocorre a redução dos dois sistemas eletroquímicos.

A figura 23 B mostra que o eletrodo de grafite não apresenta ondas de oxi-redução, mas 

após o tratamento eletroquímico, o eletrodo modificado apresenta ondas redox bem definidas em 

0,35 V (redução), e 0,55V (oxidação), concordando com os valores de pico redox do 

voltamograma que representa a formação do filme (figura 22). Isto reforça a hipótese de 

deposição de um material polimérico condutor na superfície desse eletrodo, modificando sua 

superfície.
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3.3. ESTUDO DA ESTABILIDADE DO FILME POLIMÉRICO

Para se conhecer a estabilidade eletroquímica do poli(3-HFA) foi realizado um 

experimento em solução de HClO4 0,5mol.L-1 por 100 varreduras de potencial sucessivas de 0,0 

a 0,9 V (Figura 24).

Figura 24: Voltamogramas cíclicos do eletrodo modificado com poli(3-HFA). Estudo realizado 

em solução HClO4 0,5 mol.L-1 a uma velocidade de varredura de 50 mV.s-1.   (a) 1 º ciclo, (b)

25 ciclo, (c) 50 ciclo, (d) 75 ciclo e (e) 100 ciclo.

A Figura 24 mostra uma diminuição dos valores de corrente de pico e de carga elétrica, 

em função do aumento do número de varreduras de potencial, mostrando que com o aumento da 

quantidade de ciclos houve uma pequena queda em relação ao transporte de carga elétrica e esses 

valores estão representados na Tabela 4.

Percebeu-se que a relação entre as cargas envolvidas na redução e na oxidação de cada 

ciclo mantém uma proporção próxima à unidade, pois a carga elétrica envolvida na redução é 

praticamente a mesma envolvida na oxidação, porém o valor de carga de oxidação é levemente 

maior que a carga correspondente de redução de cada varredura de potencial. Isso porque ao 

variar o potencial em valores de oxidação ocorre a perda de uma quantidade muito pequena de 

massa de polímero e quando o potencial é varrido para redução, no mesmo ciclo, a massa 

depositada na superfície do eletrodo é ligeiramente menor o que permite o transporte de carga 

também ligeiramente menor.
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Tabela 4: Valores de carga elétrica, corrente de pico e variação de potencial em função do 

número de ciclos.

Ciclo Carga de 
oxidação x 10-6 redução

1 4,42054

25 4,06294

50 3,80954

75 3,62214

100 3,48172

Há uma queda na capacidade de transporte de carga elétrica em torno de 22%, essa perda 

pode ser explicada por dois fatores: houve uma perda de massa do polímero depositado no 

eletrodo comprometendo o transporte de carga elétrica, ou houve efeito 

polimérica (saída do contra-

extrínseca do material. O decaimento no transporte de carga elétrica após os 100 ciclos de 

varredura pode ser visualizado na figura 25.

Figura 25: Decaimento de carga percentual em função do número de ciclos.
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Valores de carga elétrica, corrente de pico e variação de potencial em função do 

Carga de 
redução x 10-6

Corrente de pico 
anódico x 10-4

Corrente de pico 
catódico

4,37246 9,42351 -9,27625

4,0092 8,43335 -8,6069

3,74592 7,79163 -7,78241

3,55328 7,19343 -7,25578

3,40684 6,93100 -6,993

Há uma queda na capacidade de transporte de carga elétrica em torno de 22%, essa perda 

pode ser explicada por dois fatores: houve uma perda de massa do polímero depositado no 

eletrodo comprometendo o transporte de carga elétrica, ou houve efeito de desdopagem da malha 

-íon da cadeia polimérica) diminuindo assim a condutividade 

extrínseca do material. O decaimento no transporte de carga elétrica após os 100 ciclos de 

varredura pode ser visualizado na figura 25.

Decaimento de carga percentual em função do número de ciclos.
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Valores de carga elétrica, corrente de pico e variação de potencial em função do 

Corrente de pico 
catódico x 10-4

Variação 
de ΔE

9,27625 0,169

8,60690 0,159

7,78241 0,151

7,25578 0,146

6,99300 0,145

Há uma queda na capacidade de transporte de carga elétrica em torno de 22%, essa perda 

pode ser explicada por dois fatores: houve uma perda de massa do polímero depositado no 

de desdopagem da malha 

íon da cadeia polimérica) diminuindo assim a condutividade 

extrínseca do material. O decaimento no transporte de carga elétrica após os 100 ciclos de 

Decaimento de carga percentual em função do número de ciclos.
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Observou-se que após 100 ciclos, o polímero ainda apresenta 78% de sua carga, indicando boa 

estabilidade eletroquímica deste material se comparado com outros da literatura onde há relatos 

de polímeros de outros monômeros, por exemplo polipirrol, que chegam a perder 

aproximadamente 80% de sua capacidade de transporte de carga
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3.4. ESTUDO DE ESPECTROSCOPIA DE IMPEDÂNCIA ELETROQUÍMICA (EIE)

A caracterização e investigação das propriedades elétricas dos filmes de poli(3-HFA), 

eletropolimerizados sobre os eletrodos de grafite, foi conduzida por espectroscopia de 

impedância eletroquímica (EIE) em solução de  HClO4 0,50 mol L-1 em faixa de freqüência de 

100 kHz a 10 mHz, com amplitude 5 mV.

A Figura 26 apresenta os espectros de impedância eletroquímica, conhecidos como 

diagramas do plano complexo (Nyquist – Figura 26 A) e de Bode (Figura 26 B), do eletrodo de 

grafite modificado com filme de poli(3-HFA), obtidos em potencial de 0.45 V. Nesta região de 

potencial, a corrente é faradáica devido a eletroquímica do filme (Figura 23 B) 

Figura 26: Diagramas de Nyquist (A) e Bode (B) dos resultados experimentais dos espectros de 

impedância eletroquímica do eletrodo de grafite modificado com filme de poli(3-HFA), obtidos 

em solução de HClO4 0,50 mol L-1. Eaplicado = 0,45 V; Amplitude 5 mV; Faixa de Freqüência: 105

a 10-2 Hz. As linhas sólidas representam os resultados de simulação utilizando-se o circuito 

proposto na Figura 26.

Pode ser observado um discreto semicírculo em região de alta freqüência (Figura 26A; 

ampliação), seguido de outro semicírculo bem definido, na região de baixas freqüências, como 

fica evidente pelas duas constantes de tempo observadas no diagrama de Bode (Figura 26B).

A obtenção de informações a partir dos dados de impedância eletroquímica pode ser 

conduzida mediante a utilização de diferentes modelos de medida, como circuitos equivalentes 
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ou modelos matemáticos. A aplicação de circuitos equivalentes tem como fundamento as 

similaridades entre o comportamento da célula eletroquímica e um circuito elétrico de resistores, 

capacitores e indutores. Deste modo, um circuito equivalente, para simulação dos resultados 

experimentais, constituído de combinações em série e paralelo de resistências e capacitâncias foi 

proposto para análise dos resultados. O melhor circuito equivalente, utilizado para os eletrodos 

de grafite modificados com poli(3-HFA) pode ser observado na Figura 27.

Figura 27: Circuito equivalente proposto na simulação dos dados experimentais apresentados na 

Figura 26. Sendo, Rs = resistência ôhmica; Rct = resistência a transferência de carga; Qdl = 

capacitância da dupla camada elétrica; Rp = resistência do polímero; Qp = capacitância do 

polímero e O = impedância transmissiva.

O circuito apresentou excelente valor de chi-quadrado (2), um parâmetro estatístico, na 

ordem de 10-3, apoiando um baixo erro estatístico na simulação dos dados experimentais. A 

necessidade do uso de dois circuitos sugere a formação de um filme polimérico altamente 

rugoso/poroso, fazendo com que o primeiro conjunto [(RctO)Qdl] descreve a região superficial 

externa do filme enquanto que o segundo [(RpO)Qp] descreve a resposta da região superficial 

mais interna. Os parâmetros representados entre “parênteses” são aplicados aos elementos em 

paralelo e entre “colchetes” aos parâmetros descritos em série. 

Dos parâmetros, obtidos pela simulação, observa-se que a resistência ôhmica total à 

solução Rs, é de 1,1 Ω. Este valor indica a deposição de um material, que apresenta 

comportamento pouco resistivo, o que está de acordo com o comportamento apresentado nos 

voltamogramas de formação do poli(3-HFA) (Figura 22). Possíveis explicações para este 

resultado podem ser: formação de um filme muito condutor, formação de “cristalitos poliméricos 

localizados” na superfície ou pouco material polimérico formado. 

O valor da resistência de transferência de carga, Rct, obtido foi de 26,43 Ω. O valor de Rp

(966 Ω) quando comparado ao valor de Rct, é muito mais elevado, sugerindo que a contribuição 

ao processo eletródico da região interna é muito menor. 
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Valores de capacitância fornecem informações a respeito das interações solução/polímero e 

polímero/grafite. Valores na ordem de 27,8 µF e 0,60 mF foram obtidos para Qdl e Qp, 

respectivamente. Estes valores sugerem maior facilidade na transferência eletrônica na interface 

solução/polímero, quando comparado com a interface polímero/grafite.

Quando os valores de Qp e Qdl são comparados observa-se maior valor na capacitância do 

polímero, sugerindo que a área interna eletroquimicamente ativa é muito maior, ou seja, existe 

um maior número de grupos superficiais oxidáveis/reduzíveis.
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3.5 ESTUDO ELETROQUÍMICO DE MICROBALANÇA DE CRISTAL DE QUARTZO.

O perfil linear entre a freqüência e a carga nos mostra se é possível utilizar a equação de 

Sauerbrey para medidas de massa:

∆݂ =−2 ଴݂ଶ∆݉
௖        (1)ߩ௖ߤඥܣ

Onde:

Δf = variação de freqüência;
f0 = freqüência fundamental do cristal de quartzo;
Δm = variação de massa;
A = área geométrica do eletrodo de ouro piezoeletricamente ativa;
μc = modo de cisalhamento do cristal de quartzo;
ρc = densidade do cristal de quartzo;

Esse fato se deve à carga estar relacionada à quantidade de material depositado, que pode 

ser utilizada como uma medida indireta da espessura do filme. Durante o depósito, a variação 

linear da carga com a diminuição de freqüência, indica que essa última pode ser relacionada com 

a massa depositada e a equação de Sauerbrey é válida para o cálculo de massa, através da 

alteração de freqüência em cada experimento.

A relação entre freqüência e carga pode ser vista na equação abaixo:

Onde F é a constante de Faraday, MM é a massa molar do monômero e Cf é a constante de 

sensitividade derivada da equação de Sauerbrey.

Esta relação entre a freqüência e a carga, para a eletropolimerização de ácido 3-

hidroxifenilacético, está representada na Figura 28.
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Figura 28: Perfil freqüência versus carga para a eletropolimerização de 3-hidroxifenilacético 

2,5x10-3mol.L-1 em meio de H2SO4 0,2mol.L-1, 20 varreduras, 50mV.s-1.

O perfil entre carga e freqüência apresenta-se linear com um R = 0,9988. Ou seja, um 

filme com características rígidas está sendo depositado na superfície do eletrodo e a equação de 

Sauerbrey é válida para o cálculo de massa. Os voltamogramas cíclicos podem ser observados na 

Figura 29.

Figura 29: (A) Voltamogramas cíclicos de 3-hidroxi-fenilacético 2,5x10-3mol.L-1 em meio de 

H2SO4 0,2mol.L-1, 20 varreduras, 50mV.s-1 (B) potenciais de pico versus o número de ciclos.

Pode-se observar, a partir do gráfico da Figura 29 A, que o processo de 

eletropolimerização se inicia por volta de +0,9V, com o surgimento de uma onda de oxidação, 

atingindo um potencial de pico a +1,06V. Essa onda é apontada como sendo a oxidação do 

monômero estudado em questão para sua forma cátion-radical. Com um segundo ciclo, há uma 

queda nos valores de corrente dessa onda. Isso indica a cobertura do eletrodo com um material 

polimérico, pois os valores de corrente são diretamente proporcionais à quantidade de espécie 

eletroativa próxima à superfície. Como a superfície está sendo recoberta por um material, sobram

menos sítios ativos para uma nova oxidação, diminuindo, assim, os valores de corrente. Esta 
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diminuição de corrente também indica a diminuição da concentração das espécies eletroativas, 

próximas a superfície do eletrodo. Um par de ondas redox surge entre os potencias +0,3 e +0,7

V. Esse par se refere ao processo redox do filme polimérico em crescimento na superfície do 

eletrodo. Isso é confirmado pelo aumento nos valores de corrente à medida que se aumenta o 

número de varreduras. Pode-se observar pelo gráfico 29 B que os potencias de oxidação 

diminuem com o número de ciclos, de forma praticamente linear (R = 0,9928). Essa diminuição 

no potencial refere-se a uma maior facilidade (embora em menor quantidade) de material sendo 

oxidado na superfície à medida que o número de ciclos aumenta. Este resultado indica que o 

filme formado está facilitando a formação de novas camadas de material, provavelmente por 

meio de interações de Wan der Waals, as quais estão se sobrepondo em sua própria estrutura.

Os primeiros 2 voltamogramas cíclicos, juntamente com o gráfico de massa versus

potencial são mostrados na figura 30 A. Os valores de massa, ao fim de cada ciclo, podem ser 

vistos na figura 30 B. 

                  

Figura 30: (A) Perfil jxE (──) e dmxE (- - - ) de 3-hidroxifenilacético 2,5x10-3mol.L-1 em 

H2SO4 0,2mol.L-1, em pH 0,5 com 2 varreduras, 50mV.s-1. (B) Perfil dm versus número de 

ciclos, 20 varreduras. 

O gráfico 30 A mostra que, no primeiro ciclo, os valores de massa se mantêm constantes 

até aproximadamente +0,90V, exatamente onde se inicia o processo de eletropolimerização. A 

partir desse potencial até +1V há uma pequena queda nos valores de massa. Isso se deve 

provavelmente a expulsão de solvente ou íons que podem estar na superfície. A partir desse 

potencial (+1V), começa a se formar os cátion-radicais, oriundos da oxidação do monômero, e 

iniciando a formação de oligômeros, que são adsorvidos no eletrodo, como mostrado pelo 
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aumento dos valores de massa.

Durante o potencial reverso, até +1V, observa-se um ligeiro aumento de massa. Em 

seguida observa-se uma pequena queda nestes valores, mantendo-se constante até o fim do ciclo. 

Nos outros ciclos o mesmo processo se repete, com variações na grandeza de massa. Isso pode 

ser visto na Figura 30 B, onde observa-se um perfil linear no início do experimento, mas com 

uma quebra da linearidade ao final, indicando uma menor quantidade de material sendo formado 

devido à cobertura da superfície do eletrodo.

O perfil massa versus carga para os dois primeiros voltamogramas cíclicos pode ser visto na 

Figura 31.
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Figura 31: perfil dm x Q para os primeiros 2 voltamogramas cíclicos de 3-hidroxifenilacético 

2,5 mmol.L-1 em meio de H2SO4 0,2mol.L-1, 50mV.s-1.

A figura 31 mostra que o aumento de massa está relacionado diretamente ao aumento de 

carga desde o princípio do experimento. A partir de um valor de carga de 2 mC.cm-2, ocorre o 

depósito em maior escala até um valor de 6 mC.cm-2
. Desse ponto até aproximadamente

7mC.cm-2 há uma queda nos valores de massa devido redução que a mesma sofre no final de 

cada ciclo.
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3.6 CARACTERIZAÇÃO MORFOLÓGICA DOS ELETRODOS MODIFICADOS

A Figura 32 mostra as

ter sido modificado com o polímero derivado do ácido 3

Microscopia de Força Atômica (AFM).

(A1)

(A2)

(A3)

Figura 32: Microscopias de força atômica do eletrodo

modificado com poli(3-HFA) (B

____________________________________________________________________________________
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CARACTERIZAÇÃO MORFOLÓGICA DOS ELETRODOS MODIFICADOS

micrografias da superfície do eletrodo de grafite e do eletrodo após 

com o polímero derivado do ácido 3-hidroxifenilacético 

Microscopia de Força Atômica (AFM).

      

           

de força atômica do eletrodo de grafite (A1, A

HFA) (B1,B2 e B3). 
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CARACTERIZAÇÃO MORFOLÓGICA DOS ELETRODOS MODIFICADOS

de grafite e do eletrodo após 

hidroxifenilacético analisado através de 

(B1)

(B2)

(B3)

, A2 e A3) e do eletrodo
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Na Figura 32 A1, observa-se que a superfície de grafite sem modificação apresenta maior 

quantidade de cavidades que foram recobertas por um material com aspecto globular e alinhado

(figura 32 B1). Na Figura 32 B2 (maior ampliação) podem ser observados glóbulos menores 

agregados, com diâmetro próximo a 100 nm, que conferem à superfície do eletrodo maior 

rugosidade, quando comparada ao grafite sem modificação. Isto pode ser verificado na

comparação com a Figura 32 A2, onde o grafite não está recoberto com a camada polimérica. Na 

Figura 32 B3, observa-se uma vista frontal do grafite antes de receber a camada polimérica de 

poli-(3-HFA) (rugosidade de 496 nm). Na Figura 32 A3, observa-se o acúmulo do material 

polimérico aumentando a rugosidade da superfície, com valor calculado de 822 nm, o que 

concorda com os resultados obtidos nos estudos da caracterização eletroquímica dos eletrodos 

modificados (Figura 23), pois se a superfície é mais rugosa uma maior área superficial será 

oferecida ao contato com as moléculas de monômero na solução para que ocorra a reação, tendo 

como efeito direto maiores valores de corrente e de carga.
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3.7 INVESTIGAÇÃO DA IMOBILIZAÇÃO DE OLIGONUCLEOTÍDEOS

A Figura 33 apresenta os voltamogra

oligonucleotídeos sobre os eletrodos modificados.

Figura 33: Voltamogramas de pulso diferencial de eletrodos de grafite modificado com

poli-(3-HFA) preparadas em pH 0,5

minutos de incubação com a fita complementar poli (T), tampão acetato 0,1 mol L

amplitude de pulso e pulso 0,05V período 0

O resultado dessa hibridização pode ser identificado pela diminuição da corrente de pico 

de oxidação no voltamograma da Figura 

O decréscimo na corrente de pico da adenosina monofosfato, após 15 minutos de 

incubação em tampão de acetato, de ac

hibridização de oligonucleotídeos.

seqüências complementares, ocorrendo a formação de duplex, dificultando a oxidação das bases, 

tendo como conseqüência a diminuição do pico de corrente de oxidação da

hibridação.

Outra razão para o maior valor de corrente de oxidação para poli (A) é que ela apresenta 

melhor proximidade da superfície do eletrodo e um maior grau de adsorção de

flexibilidade conformacional, facilitando a transferência eletrônica entre as bases e nitrogenadas 

e o eletrodo.

____________________________________________________________________________________

_____________________________________________________________________________________

INVESTIGAÇÃO DA IMOBILIZAÇÃO DE OLIGONUCLEOTÍDEOS

igura 33 apresenta os voltamogramas, referentes aos estudos de imobilização de 

oligonucleotídeos sobre os eletrodos modificados.

Voltamogramas de pulso diferencial de eletrodos de grafite modificado com

preparadas em pH 0,5; (B) contendo poli-(A) antes de hibridação

minutos de incubação com a fita complementar poli (T), tampão acetato 0,1 mol L

05V período 0,2s.

O resultado dessa hibridização pode ser identificado pela diminuição da corrente de pico 

de oxidação no voltamograma da Figura 33 C e 33 B. 

O decréscimo na corrente de pico da adenosina monofosfato, após 15 minutos de 

incubação em tampão de acetato, de acordo com a literatura [9,12 e 15], está relacionad

hibridização de oligonucleotídeos. Nessas condições ligações de hidrogênio se formam entre as 

seqüências complementares, ocorrendo a formação de duplex, dificultando a oxidação das bases, 

conseqüência a diminuição do pico de corrente de oxidação da

Outra razão para o maior valor de corrente de oxidação para poli (A) é que ela apresenta 

melhor proximidade da superfície do eletrodo e um maior grau de adsorção de

flexibilidade conformacional, facilitando a transferência eletrônica entre as bases e nitrogenadas 
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INVESTIGAÇÃO DA IMOBILIZAÇÃO DE OLIGONUCLEOTÍDEOS

mas, referentes aos estudos de imobilização de 

Voltamogramas de pulso diferencial de eletrodos de grafite modificado com: (A)        

(A) antes de hibridação e (C) após 15 

minutos de incubação com a fita complementar poli (T), tampão acetato 0,1 mol L-1, pH 4,5, 

O resultado dessa hibridização pode ser identificado pela diminuição da corrente de pico 

O decréscimo na corrente de pico da adenosina monofosfato, após 15 minutos de 

ordo com a literatura [9,12 e 15], está relacionada com a 

igações de hidrogênio se formam entre as 

seqüências complementares, ocorrendo a formação de duplex, dificultando a oxidação das bases, 

conseqüência a diminuição do pico de corrente de oxidação da adenosina, após a 

Outra razão para o maior valor de corrente de oxidação para poli (A) é que ela apresenta 

melhor proximidade da superfície do eletrodo e um maior grau de adsorção devido à maior 

flexibilidade conformacional, facilitando a transferência eletrônica entre as bases e nitrogenadas 
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A Figura 35 mostra voltamogramas de pulso diferencial registrados em tampão acetato 

como o eletrólito contendo azul de metileno ac

O azul de Metileno utilizado como um indicador interage de forma diferente com a 

simples fita e com a dupla fita. A reação é evidenciada por uma diminuição da redução do valor 

de corrente -157μA (simples fita) para 

Figura 34: Voltamogramas de pulso diferencial de eletrodo de grafite, contendo azul de 

metileno: (A) modificado com poli

HPA/poli(A)/poli(T), tampão acetato 0

pulso 0,2s.
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mostra voltamogramas de pulso diferencial registrados em tampão acetato 

como o eletrólito contendo azul de metileno acumulado ao longo de superfícies.

O azul de Metileno utilizado como um indicador interage de forma diferente com a 

fita e com a dupla fita. A reação é evidenciada por uma diminuição da redução do valor 

fita) para -99 µA (dupla fita).

Voltamogramas de pulso diferencial de eletrodo de grafite, contendo azul de 

metileno: (A) modificado com poli-(3-HFA); (B) modificado com poli-HPA/poli(A) e (C) poli

HPA/poli(A)/poli(T), tampão acetato 0,1mol L-1, pH 4,5, amplitude de pulso 0,05V, período do 
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mostra voltamogramas de pulso diferencial registrados em tampão acetato 

umulado ao longo de superfícies.

O azul de Metileno utilizado como um indicador interage de forma diferente com a 

fita e com a dupla fita. A reação é evidenciada por uma diminuição da redução do valor 

Voltamogramas de pulso diferencial de eletrodo de grafite, contendo azul de 

HPA/poli(A) e (C) poli-

4,5, amplitude de pulso 0,05V, período do 
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CAPÍTULO 4: CONCLUSÃO
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Foi possível modificar a superfície de eletrodos de grafite com poli-3HPA através de uma 

eletropolimerização potenciodinâmica.

O eletrodo modificado foi caracterizado através de técnicas eletroquímicas como EIE e 

MECQ, e análise morfológica através de AFM.

O eletrodo de grafite modificado com poli-3HPA se mostrou eficiente como matriz para 

imobilização de oligonucleotideos.

O eletrodo de grafite foi utilizado para detecção da hibridação de oligonucleotídeos, a 

qual foi realizada por metodologia direta, com o acompanhamento do pico de oxidação da 

adenosina, bem como por metodologia indireta, utilizando o azul de metileno como indicador 

eletroquímico.

Tanto na detecção direta quanto na indireta, a hibridação de poli(A) com poli(T) produziu 

diminuição da resposta de corrente.

A combinação de eletrodos de grafite com poli(3-HPA) mostrou ser uma estratégia de 

interessante para imobilização de sondas de DNA, bem como apresenta potencial também para 

imobilização de outros elementos de reconhecimento biológico.
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