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Figura 12: Incorporagdo de biomoléculas por adsorgao fisica.

As forgas de ligacao sdo principalmente devidas a pontes de hidrogénio, for¢as de Van
der Waals e formagao de sitios complexos de transferéncia de elétrons [59]. As vantagens desta
técnica sdo: a auséncia de modificagdo da biomolécula, baixo custo e possibilidade de
regeneracdo da matriz. Entretanto, as forg¢as de ligacdo sdo susceptiveis a mudanga de pH,

temperatura e for¢a i6nica do meio [70,60].

1.4.1.2. Aprisionamento.

Esse método envolve a aplicagdo de um potencial apropriado no eletrodo de trabalho,
imerso em uma solu¢do aquosa contendo moléculas do material biologico de interesse e do
mondmero. O material biolégico presente nas vizinhangas da superficie do eletrodo ¢ entao
incorporado durante o crescimento do polimero. Na adicao, o “aprisionamento” ocorre sem reacao

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

®[E|®
®(®

Figura 13: incorporagdo de biomoléculas por aprisionamento.

A vantagem da polimerizagdo eletroquimica € que o filme pode ser preparado facilmente

em um rapido procedimento. Neste método € possivel controlar a espessura da camada
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polimérica baseado na medida de carga elétrica durante a polimerizagao eletroquimica. A maior
vantagem deste método sobre os outros convencionais € a possibilidade de eletrogerar um
polimero cobrindo parte da superficie de um eletrodo de geometria complexa, apresentando
um baixo custo, se comparado com outras técnicas. Como desvantagem, esta técnica

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

1.4.1.3. ligacao cruzada.

Nessa técnica usa-se um reagente bifuncional, como glutaraldeido, ou multi-funcional,
como hexametileno di-isocianato, para imobilizacdo da molécula em varios tipos de suportes
solidos como na figura 13 [73]. Ao usar esta técnica ¢ necessario que haja preocupagdo com a
acessibilidade ao componente bioativo. A vantagem de seu uso ¢ que a perda da atividade do

componente bioldgico ¢ minima, e o custo envolvido ¢ relativamente moderado [61,55].

Figura 14: incorporagdo de biomoléculas por ligacao cruzada.

1.4.1.4.ligacao Covalente.

Essa técnica ¢ efetuada através da ligagdo entre grupos funcionais da molécula bioldgica de
interesse, € uma matriz de suporte (figura 13) [6]. Como matriz de suporte ¢ comum usar filmes
poliméricos, os quais podem ser eletropolimerizados sob condigdes (solvente organico, altos
valores de potenciais para o processo de polimerizacdo) que normalmente causariam danos as

biomoléculas.
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Figura 15: incorporagdo de biomoléculas por ligagdo covalente.

Além disso, a ligacao covalente entre a biomolécula e o polimero funcionalizado pode ser
feita em solugdo tampao aquosa contendo aditivos e estabilizadores, a qual preserva a atividade
catalitica e/ou as propriedades de reconhecimento das biomoléculas [71]. Esta técnica
apresenta como vantagem a baixa resisténcia difusional, ao passo que a desvantagem vem do fato

de que a matriz de suporte nao ¢ regeneravel [5,74].

1.5.1 TIPOS DE TRANSDUTORES

O transdutor pode ser classificado como eletroquimico (potenciométrico, amperométrico
ou condutimétrico), térmico (calorimétrico), optico (medida de luminescéncia, fluorescéncia,
elipsometria, etc.), detector de massa (relaciona a oscilagdo da frequéncia de cristais piezelétricos

com variagdes na massa) [17,51,75].

1.5.1.1. Transdutor amperométrico.

Emprega a medida de intensidade de corrente de uma célula eletroquimica a um
potencial fixo, sendo a corrente gerada por reagdo redox na superficie sensitiva, proporcional a
concentracao do analito [76]. No biossensor enzimatico, a enzima adequada, imobilizada na
superficie do eletrodo, catalisa a reagdo dos substratos, € 0 monitoramento da corrente elétrica
gerada podera ser efetuado, devido a formacgao dos produtos ou consumo de regente. Outras
vezes, modifica-se a superficie do eletrodo com substincia apropriada, denominada mediador,
que oxidara um dos produtos e entdo monitora-se a corrente elétrica devida a re-oxidagao
eletroquimica do mediador na superficie do eletrodo. O mediador, evidentemente, deve ser

seletivo e diminuir o valor do potencial a ser aplicado reduzindo a participacdo de eventuais
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interferentes da reagdo [S1].

Durante algum tempo uma das principais preocupagdes na constru¢do de biossensores
amperométricos centralizou-se na velocidade de transferéncia de elétrons do sitio ativo da
enzima para a superficie do eletrodo [78, 79]. Isto ¢ evidenciado quando se observam as
transformacodes através das quais os biossensores tém passado, na procura de uma maior
seletividade e eficiéncia na transferéncia de elétrons. Os biossensores de primeira geragdo,
baseados na eletroatividade do substrato ou produto da reagdo enzimatica, apresentavam
problemas de interferéncias em virtude da necessidade de aplicacao de potenciais muito altos
[80, 81]. Na tentativa de diminuir estes potenciais, surgiram os biossensores de segunda
geracdo, onde o emprego de mediadores de elétrons tinha como funcdo o transporte de
elétrons entre a enzima e o eletrodo [81]. Entretanto, esta configuragdo pode apresentar
problemas de interferéncias, uma vez que, este arranjo pode facilitar também a
transferéncia de elétrons proveniente de reagdes redox paralelas a reagdo entre a enzima € o
substrato. Com o intuito de superar estes problemas, uma nova categoria de biossensores
chamada de terceira geracdo tem sido proposta [82, 83]. Esta proposta ¢ baseada na transferéncia
direta de elétrons entre enzima e eletrodo na auséncia de mediadores, sendo esta uma
caracteristica que a torna bastante vantajosa, ja que promove uma maior seletividade, a medida
que eles operam em potenciais mais proximos ao da prépria enzima, diminuindo, como
conseqiliéncia, as reagdes interferentes, assim como dispensando o uso de outros reagentes na
seqiiéncia das reacdes enzimadticas. Segundo Kubota [62] uma transferéncia de elétrons eficiente
¢ conseguida através da diminui¢do ou remocao da camada protetora de proteinas ao redor do
sitio ativo da enzima, sem perder a seletividade e ao mesmo tempo aumentando a

sensibilidade oferecida pelos biossensores construidos desta forma.

1.5.1.2. Transdutor potenciométrico.

Neste tipo de transdutor o potencial ¢ gerado pela diferenga de potencial entre um
eletrodo de referéncia e o eletrodo indicador (biossensor), o qual varia com a atividade (ou
concentragdo) da espécie que esta sendo analisada [81]. O dispositivo potenciométrico mede o
potencial do eletrodo indicador sobre condi¢cdes de equilibrio onde ndo ha ao longo da
interface eletrodo/solucdo eletrolise e nem transporte de carga. A diferenca de potencial entre o

eletrodo indicador e o cletrodo de referéncia ¢ relacionada a concentragao do analito de
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acordo com a equagdo de Nernst ou de Donnan [59]. Este tipo de transdutor raramente ¢é

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

1.5.1.3. Transdutor condutomeétrico.

Os transdutores condutométricos sao empregados quando o biorreconhecimento do
substrato pela enzima produz mudancas na condutividade elétrica da solugdo, devido ao
consumo ou producdo de espécies iOnicas. As principais vantagens dos biossensores
condutométricos sdo: simplicidade de operacdo e o baixo custo dos detectores. Como principais
desvantagens, encontram-se a baixa sensibilidade e a dependéncia da condutividade com a

temperatura [84].

1.5.1.4. Transdutores Térmicos.

Os transdutores térmicos, cujas respostas dependem do efeito de aquecimento da
radiagdo, sdo utilizados para a detec¢do de todos os comprimentos de onda no infravermelho,
exceto os menores. Com esses dispositivos, a radiagdo ¢ absorvida por um pequeno corpo negro
e o aumento de temperatura resultante ¢ medido. O problema de se medir radiag¢ao infravermelha
por meios térmicos ¢ complicado pelo ruido térmico do ambiente. Por esse motivo, os
transdutores térmicos sdo encapsulados sob vacuo e cuidadosamente isolados de radiagdo

térmica emitida por outros objetos proximos [85].

1.5.1.5. Transdutor calorimétrico.

Biossensores calorimétricos sdo usados quando a reagdo envolve importante
conversao de entalpia. O calor leva a um aumento de temperatura proporcional a qual pode
ser relacionada com a concentracao do analito [44]. Para detec¢do, o sinal térmico gerado pela

reagdo redox foi medido como oposto para a medida de sinal eletroquimico [23].

1.5.1.6. Transdutores épticos.

Biossensores Opticos sao baseados em medidas de absor¢cao ou emissdo de luz como

conseqiiéncia de uma reagao bioquimica. Neste tipo de biossensor, ondas de luz sdo guiadas
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por meio de fibras Opticas para um detector adequado [86].

Durante as duas ultimas décadas houve um avango significativo no
desenvolvimento de sensores e biossensores Opticos para determinagdes de espécies de interesse
quimico e bioldgico. O primeiro sensor com transducdo quimico-6ptico foi baseado na
medida de mudangas no espectro de absor¢cdo e foi desenvolvido para determinagdes de
CO; e O,. Desde entdao, uma variedade de sistemas opticos de detec¢do estdo sendo utilizados
em sensores e biossensores, incluindo, entre outros, elipsometria, espectroscopia
(luminescéncia, fosforescéncia, fluorescéncia, Raman), interferometria (interferometria de luz
branca, interferometria modal) e, finalmente, a ressondncia de plasma de superficie. Nestes
sensores, a quantificacdo da espécie de interesse ¢ realizada por medidas do indice de
refragdo, quantidade de luz absorvida, propriedades fluorescentes das moléculas analisadas ou

um meio de transdugdo quimico-optica [87].

1.5.1.7. Transdutor piezoelétrico

Dispositivo piezoelétrico requer um cristal oscilante para alternar a freqiiéncia (MHz). A
oscilacdo mecanica do cristal varia de acordo com a mudanga de massa. Os cristais sdo recobertos
com biomoléculas exibindo alta seletividade frente a substancia a ser determinada. A

principal desvantagem destes dispositivos depende da adsor¢ao nao seletiva [5].

Nos ultimos anos um intenso esfor¢o de investigagcdo foi realizado no campo da analise
eletroquimica procurando modelos de biossensores eletroquimicos capazes de proporcionar
melhores caracteristicas analiticas em termos de sensibilidade, seletividade, confiabilidade,
facilidade de fabricagao e utilizagdo e baixo custo [56, 57, 66].

Atualmente, a deteccdo de seqiliéncias especificas de DNA tornou-se um importante
campo de investiga¢ao devido a sua aplicacao no diagndstico de doengas, rastreamento de drogas
e protecao do meio ambiente [88,89].

Existe um crescente interesse na aplicagcdo de biossensores para a detecgdo de DNA nos
ultimos anos devido a sua interessante condugdo elétrica e propriedades unicas das suas
estruturas tridimensionais. O DNA imobilizado na superficie de um eletrodo ndo sé fornece um
microambiente biocompativel para biomolécula, mas também gera grandes aumentos na

cobertura de biomoléculas na superficie do eletrodo [90].
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Polimeros condutores mostram condutividade ionica e eletronica, e, portanto, atuam
como transdutores de ions e elétrons. Por esta razdo, polimeros condutores apresentam a
possibilidade de constru¢do de sensores eletroquimicos de baixo custo, de facil manuseio e

grande capacidade de miniaturizacao e automagao [63].

1.2. OBJETIVOS DO TRABALHO

O objetivo principal desse trabalho visa recobrir a superficie do eletrodo com uma camada
modificadora de um eletrodo de grafite pela eletropolimerizacdo de 4cido 3-hidroxifenilacético
(Figura 15), utilizando a técnica da voltametria ciclica. A caracterizagdo do material
eletrodepositado sobre a superficie do eletrodo também foi feita utilizando varios métodos
diferentes e que se complementaram para a comprovar a existéncia do polimero derivado de acido

3-hidroxifenilacético na superficie do eletrodo.

o
CH,~C_
OH

OH

(a) (b)
Figura 16: Estrutura do acido 3-hidroxifenilacético (a) formula estrutural (b) modelo de

bola e bastdo.

Para a producao de eletrodos quimicamente modificados (EQM’s) selecionou-se o acido 3-
hidréxifenilacético, que forma um polimero condutor € com um grupo funcional disponivel
(carboxila) para interagir de forma melhor com alguma molécula de reconhecimento. Essa
biomolécula pode reagir na superficie do eletrodo através de um processo redox , onde as respostas
de corrente e de potenciais obtidas pelo transdutor, sdo suficientes para identificar o analito de

interesse em uma solucdo de analise através da incorporagdo dessa biomolécula.
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CAPITULO 2: PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

31



Procedimento experimental

Para a produgdo de eletrodos quimicamente modificados (EQM’s) selecionou-se o acido 3-
hidréxifenilacético, que forma um polimero condutor € com um grupo funcional disponivel
(carboxila) para interagir de forma melhor com alguma molécula de reconhecimento. Essa
biomolécula (analito alvo) pode reagir na superficie do eletrodo através de um processo redox ,
onde as respostas de corrente e de potenciais obtidas pelo transdutor, sdo suficientes para identificar

esse analito de interesse em uma solugdo de andlise através da incorporagdo dessa biomolécula.

2.1 — REAGENTES E MATERIAIS

Agua desionizada (18,2 MQ cm'l, Milli-Qpius); acido 3-hidroxifenilacético, CsHgO3, Acros
Organics, 989%. M.M.=152,15; acido fosforico, H;PO4, Reagen, 85%, d=1,83, M.M.=98; acido
perclérico, HC104, Reagen, 70%, d= 1,66, M.M.= 100,46; acido nitrico, HNO3, Cinética, 65%, d=
1,5, M.M.=63,01; cloreto de potassio, KCI, Vetec, 99,5%, M.M.=74,55; ferricianeto de potassio,
K;3Fe(CN)g, Reagen, 00%, M.M.=329,25; acetato de sodio, NaC,H30,.3H,0, Pr6 Andlise, 99%,
M.M.=136; hidréxido de sodio, NaOH, Vetec, 98%, M.M.= 40; oliginucleotideos Invitrogen Life
tecnology, 99,999%; gas nitrogénio ultrapuro; grafite em bastdo, Alfa Aesar, 99,9995%, bastao
com diametro=6mm; alumina Buehler, 0,3um; adesivo epoxi 24 horas da marca Araldite; fita veda

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

2.2. SOLUCOES UTILIZADAS NOS EXPERIMENTOS

Todas as solugdes estoque foram preparadas com agua desionizada (18,2 MQ cm™,
Milli-Qpius). J& as solugdes de mondmeros e eletrolitos foram mantidas sob borbulhamento com
No(g) durante quarenta minutos para retirar o gas oxigénio residual dissolvido no sistema.

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

I. Suspensao de alumina 0,3 pym em agua deionizada.

II. Solugdo de ferricianeto de potassio/ferrocianeto de potassio 5 mmol.L™": a solugdo foi
preparada a partir de 0,823 g de ferricianeto de potassio, 1,056 g de ferrocianeto de potassio e
5,055 g de nitrato de potdssio. Os reagentes foram transferidos quantitativamente para
um balao volumétrico de 500,0 mL e completado o volume.

I Solugdo monomérica 2,5 x 10> mol.L™": a solugdo foi preparada a partir de 0,132 g de
acido 3-hidroxifenilacético e o volume foi ajustado para 50,0 mL com solugdo de 4cido perclérico
0,5 mol.L™.

IV. Solugdo de acido perclérico 0,5 mol.L™": transferiu-se 15,1 mL de 4cido perclérico, para
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um baldo volumétrico de 500,0 mL e completou-se o volume com 4gua desionizada
homogeneizando o sistema.

V. Solugio estoque de cloreto de potassio 1 mol.L™": transferiu-se 7,460 g para um balo
volumétrico de 100,0 mL e o volume foi completado com agua deionizada.

VI. As sondas de oligonucleotidos de poli-adenina, poli (A) e de alvo, poli-timina, poli (T),
foram sintetizados pela Invitrogen Life Technologies com as seguintes sequéncias: poli (A) 5'-
AAAAAAAAAAAAAAAA-3 ", poli (T) S-TTTTTTTTTTTTTTTT-3'.

VIL. As solu¢des de estoque das sondas (6,4x107 mmol.L") de poli(A) e do alvo
oligonucleotideos (6,4x102 mmol.L™") e de poli(T) foram preparados em 4gua e armazenadas a
-20 © C até utilizar nos experimentos.

VIII. Solugdo tampao com os componentes (CH;COOH/CH3;COONa) foram adquiridos da
Sigma-Aldrich Chemical, E.U.A. (ACS pureza) e preparada em pH 4,7.

IX. As solugdes dos mondmeros de acido 3-hidroxifenilacetico, foram preparadas em
solugio 0,5 mol.L™" de HCIO,.

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

temperatura ambiente (25 + 1 ° C).
2.3. EQUIPAMENTOS

Toda a vidraria e demais recipientes onde as solugdes eram introduzidas para analise,
polimerizacdo ou até mesmo estoque foram lavadas com agua desionizada em abundancia e
também imersas em acido nitrico de pureza analitica, por 24 horas e novamente o equipamento

foi submetido a outra lavagem com agua como anteriormente.
2.3.1 Preparacéao dos eletrodos de trabalho

Foram utilizadas diferentes metodologias para a preparagao dos sistemas onde os
experimentos foram realizados. Sempre foi imprescindivel a preparagao de varios 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
diametro e aproximadamente 2 mm de altura que foi colado (com uma cola de prata) em base de
latdo revestida com teflon, para que o contato elétrico fosse estabelecido. Apos duas horas

verificou-se a condutividade deste eletrodo com auxilio de um multimetro. A seguir, o espago da
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base entre grafite e teflon foi preenchido com a resina ep6xi da marca Araldite 24 h para que nao

houvesse contato direto da solu¢do condutora com a base metalica do eletrodo.

A

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 preparagao do eletrodo de referéncia de prata/cloreto de prata, uma placa de prata, 0,2
mm X 2 cm X 2mm, foi previamente limpa com esponja de ago e agua desionizada, em abundancia.
Para aumentar a area superficial desta placa, foram feitos riscos com uma lamina de estilete e, a
seguir, lavou-se com agua deionizada. O contato elétrico foi feito usando um fio de cobre. O
eletrodo de prata foi transferido para um recipiente contendo solugao de cloreto de potassio 0,1
mol.L". 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 galvanostatico,
sob uma corrente de 0,5 mA por 1 hora e trinta minutos, sob agitacdo. 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 latdo para conducao de corrente elétrica, onde o
eletrodo de trabalho era parafusado diretamente na base metalica do eletrodo com a solugdo
condutora e envolvido com a fita de teflon. O eletrodo de referéncia de platina apresenta uma placa
desse metal, que ¢ a parte do eletrodo que entra em contato direto com a solugdo da cela
eletroquimica com uma area de aproximadamente 2cm?, conectado a um fio de cobre que fecha o

circuito em sua parte externa.
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A figura 18 mostra os equipamentos citados.

Figura 18: Eletrodos utilizados nos experimentos eletroquimicos: (A) eletrodo de
prata/cloreto de prata; (B) base metdlica recoberta com TEFLON onde os eletrodos sdo
afixados; (C) eletrodo de referéncia feito de platina; (D) eletrodos de grafite ja afixados na

base e recobertos com a resina epOxi para evitar o contato da solugcdo com a base metalica.

2.3.2 - Limpeza dos eletrodos:

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

2V 0,610433) com agua em abundancia, ilustrada na Figura 19.

Figura 19: Politriz (Arotec modelo AROPOL 2V 0610433) utilizada para polimento dos

eletrodos com alumina.
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2.3.3 — Potenciostato para analises voltamétricas

Para os experimentos de formacao 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 andlises de impedancia foram conduzidas em um potenciostato/galvanostato marca
AUTOLAB, modelo PGSTAT20. Essas medidas foram conduzidas em solugdao de K;Fe(CN)g /
K4F€(CN)6/ I(NO3.

Os experimentos eletroquimicos foram conduzidos em células de trés compartimentos
(Figura 21 A) utilizando-se eletrodo de prata/cloreto de prata como eletrodo de referéncia e

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

Figura 21: (A) Célula eletroquimica de trés compartimentos; (B) Célula eletroquimica

montada com os eletrodos de trabalho, referéncia e contra eletrodo.
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2.3.3 - Microscopia de forga atomica (AFM)

Para estudos de microscopia de forga atdmica utilizou-se o microscépio de forca atdmica
(Nanoscope Illa,Digital Instruments) no modo de forca atomica de posse do instituto de quimica

da Universidade Federal de Sao Carlos (UFSCAR).

2.4. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL
2.4.1. Limpeza do material utilizado

O eletrodo auxiliar de platina foi flambado para retirada de tracos de algum material
organico que porventura pudesse estar presente em sua superficie bem como microorganismos

que poderiam interferir nos resultados obtidos.

O eletrodo de trabalho de grafite foi polido manualmente com lixa d’agua. Para seu
acabamento foi feito o polimento no feltro da politriz com alumina, de granulometria 3,0 pm,
depois colocado em um aparelho de ultrasom, mergulhado em grande quantidade de agua
desionizada, por cerca de 10 minutos para retirada de residuos sélidos de alumina e depois

foram secos em gas nitrogénio ultrapuro.
2.4.2. Determinacao da qualidade dos eletrodos de trabalho

Para o teste da superficie destes eletrodos foram feitos voltamogramas ciclicos em
solugio padrio contendo o par redox K3Fe(CN)s / K4Fe(CN)s 5 mmol.L"' contendo KNO; 0,1
mol.L'!, na faixa de potencial de —0,1 at¢ + 0,7 V e velocidade de varredura 50 mV.s'. A

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

Em seguida o eletrodo foi lavado com 4gua desionizada e transferido para uma solucdo
de 4cido perclorico 0,5 mol.L", de -0,2 até + 0,7 V, também com a velocidade de varredura de 50
mV.s". Esse voltamograma foi utilizado como linha de base para as leituras verificando assim a

formacgao do filme polimérico de acido poli(3-hidroxifenilacético).
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2.4.3. Formagcéo de filme polimérico sobre os eletrodos:

A solugdo monomérica de acido 3-hidroxifenilacético, previamente preparada em
acido perclorico 0,5 mol.L™, foi transferida para a célula eletroquimica e deaerada com gas
nitrogénio (N;) ultra-puro. Os eletrodos de trabalho, referéncia e contra-eletrodo foram levados
aos seus respectivos compartimentos.

Mantendo-se o pH da solugdo 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™.

Ap6s as eletropolimerizagdes, os eletrodos quimicamente modificados foram lavados com agua
desionizada em abundincia e secos com nitrogénio analitico. Estas superficies
eletrodicas modificadas foram submetidas a testes eletroquimicos em solu¢do do par redox
KsFe(CN)s / K4Fe(CN)s 5 mmol.L™, para verificar tanto a formagio de filme como o carater do
filme formado. Apds o teste na solucao do par redox o eletrodo foi lavado e conduzido para uma
célula contendo 4cido perclorico 0,5 mol.L™!, para verificacdo da existéncia de filme na superficie do

eletrodo.

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

imobilizacao de biomoléculas.
2.4.4 - Imobilizacdo de biomoléculas sobre o poli-3-HFA:

A imobilizacdo de biomoléculas foi realizada através da aplicagcdo de 15 pL da solucdo-
mée de 6,1x10” mmol.L"' de uma sonda de poli (A) a superficie do eletrodo modificado, e secas
a temperatura ambiente (25 + 1°C) por 15 min. Em seguida, o eletrodo foi imerso por 6 s em
tampao acetato. Em seguida, foram realizadas voltametrias de pulso diferencial, utilizando o
mesmo tampao (0,1 mol L', pH 4,5) como eletrolito.

Apos a imobilizagdo da sonda, foram aplicados 15 pL de poli (T) (6,1x10™" mmol L™)
sobre a superficie do eletrodo modificado. Os ensaios de hibridagcdo foram realizados a 42° C
durante 15 minutos. Em seguida, o eletrodo foi lavado por imersdo em tampao acetato durante
6s. Os resultados sdo apresentados na Figura 33 mostrando o voltamograma de pulso diferencial

registrados em tampdo acetato como o eletrolito.
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Foram realizados ensaios utilizando azul de metileno como indicador de hibrida¢do. Para
os eletrodos utilizando este indicador, foram adicionados 4 superficie do eletrodo, 15 pL de
solugio aquosa, contendo azul de metileno (5,0x10™" pmol. L") e NaCl (2,0x10" mmol L™).
Uma tultima etapa foi realizada com a lavagem por imersdo em tampao acetato durante 6s apos

15 minutos de reacao com azul de metileno, a temperatura ambiente.
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CAPITULO 3: RESULTADOS E DISCUSSAO
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3.1. PRODUCAO DE FILMES POLIMERICOS DE POLl ACIDO 3-

HIDROXIFENILACETICO.

Foram feitas as voltametrias ciclicas iniciais para verificar as condi¢des do eletrodo de
trabalho, em solucdo aquosa contendo o par redox Fe’’/Fe’”. Somente foram escolhidos
eletrodos que estiveram dentro dos parametros de sele¢do para reprodutibilidade dos
experimentos. Para que os eletrodos estivessem dentro desse padrdo, a diferenca de potencial

entre os picos de oxidacdo e de reducdo ndo poderia ultrapassar 100 mV.

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

velocidade de varredura de 50 mV.s”, com potencial redox variando entre -0,7 Ve 1,2 V.

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

acido 3-hidroxifenilacético em solucdo de acido perclorico (pH=0,5).

Corrente/ mA

05 00 05 10 15

Potencial / V vs Ag/AgCI

Figura 22: Voltametria ciclica de eletrodo de grafite de uma solugdo de acido 3-
hidroxifenilacetico (2,5x10° mol.L™") em HCIO, (0,5 mol.L™"), por 100 sucessivos ciclos de

potencial, com velocidade de varredura de 50mVs™.

No primeiro ciclo, observa-se a formacao de um pico de oxidagdo crescente em 1,10V,
referente a oxidagao do acido 3-hidroxifenilacético. No retorno da voltametria ciclica, observa-se
a formacdo de um pico de reducdo em 0,35 V e outro pico de oxidagdo em 0,55 V. Com a

sequéncia das varreduras, os valores de corrente do pico de oxidagdo do mondmero diminuem,
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indicando consumo do mesmo para a formagdo de cations radicais, como resultado da oxidacao
do grupo hidroxila ligado diretamente ao anel aromético. Esses cations radicais produzem

oligdbmeros que podem se depositar sobre o eletrodo.

Os valores dos picos de oxi-reducdo formados posteriormente a esta oxidacdo aumentam,
indicando formagdo de um material que apresenta atividade eletroquimica. Analisando os
voltamogramas, € possivel afirmar que ocorre a formagdo de um material eletroativo, porém nao
¢ possivel confirmar que o material eletroativo que se forma por meio dessa oxidagdo esta se
depositando na superficie do eletrodo. Para confirmar esta deposi¢do e conseqiiente modificacao

do eletrodo de grafite, outros estudos foram feitos para caracterizagdo do eletrodo modificado.
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3.2. CARACTERIZACAO ELETROQUIMICA DOS ELETRODOS MODIFICADOS

Apds 100 ciclos, os eletrodos foram transferidos para uma célula contendo uma solucao do

par redox (Fe* "/Fe’ ") (Figura 23 A) e para uma célula que contém a solugdo de HCIO, (figura 23
B).

Na Figura 23 A, foi observado um aumento na resposta de corrente bem como um aumento
da area relacionada com os picos de redugdo e de oxidagdo, sugerindo formacgdo de um filme
polimérico com maior area superficial, provavelmente devido a uma maior rugosidade da
camada de poli-3-HFA eletrodepositada, sobre a superficie do eletrodo de grafite. Este aumento

. . A e A + +
de 4rea ocasiona um consequente aumento da transferéncia eletronica do par redox Fe*'/Fe’”.

O pico de oxidacao em torno de 0,3V pode ser atribuido a transferéncias eletronicas do par
redox Fe*"/Fe’. O pico de oxidacdo em torno de 0,5 V pode ser atribuido & transferéncia de

elétrons envolvendo a malha polimérica de poli-3HFA, presente na superficie do eletrodo.
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Figura 23: Voltamogramas ciclicos de eletrodos de grafite apds 100 ciclos em solucdo de HC1O,4
(0,5 mol.L'™"), contendo 4cido 3-hidroxifenilacético. (A) solugdo de Fe**/ Fe’ * (5x10~ mol.L-1),
contendo KCI (0,1 mol.L™"). (B): solucdo de HCIO, (0,5 mol.L™"). (—) Eletrodo de grafite sem

modificagdo; eletrodo de grafite apés 100 ciclos de potencial (---), 50 mV.s™.

Observou-se também que a area desses dois picos ¢ maior, quando comparada a resposta
do eletrodo de grafite sem modifica¢do, indicando uma maior carga elétrica envolvida nos

processos redox que ocorreram no eletrodo modificado. O aumento dessa area aponta para a
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formacgdo de um eletrodo modificado por um um carater condutor do filme polimérico derivado

de 4cido 3-hidroxifenilacético depositado na superficie do eletrodo.

Ja o pico de redugdo, que ocorre por volta de 0,3 V, provavelmente deve relacionar-se com
a redugdo do par redox Fe?"/Fe’" sobreposto com o pico de redugdo do filme polimérico, pois é a

regido onde ocorre a reducdo dos dois sistemas eletroquimicos.

A figura 23 B mostra que o eletrodo de grafite ndo apresenta ondas de oxi-redu¢do, mas
apos o tratamento eletroquimico, o eletrodo modificado apresenta ondas redox bem definidas em
0,35 V (redugdo), e 0,55V (oxidagdo), concordando com os valores de pico redox do
voltamograma que representa a formacao do filme (figura 22). Isto reforca a hipdtese de
deposicao de um material polimérico condutor na superficie desse eletrodo, modificando sua

superficie.
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3.3. ESTUDO DA ESTABILIDADE DO FILME POLIMERICO

Para se conhecer a estabilidade eletroquimica do poli(3-HFA) foi realizado um
experimento em solugio de HCI1O, 0,5mol.L" por 100 varreduras de potencial sucessivas de 0,0

a 0,9 V (Figura 24).

RN
o
—

Corrente / mA

00 02 04 06 08 1.0
Potencial V vs. Ag/AgCI

Figura 24: Voltamogramas ciclicos do eletrodo modificado com poli(3-HFA). Estudo realizado
em solu¢do HCIO4 0,5 mol.L" a uma velocidade de varredura de 50 mV.s™. (a) 1 ° ciclo, (b)

25° ciclo, (¢) 50° ciclo, (d) 75° ciclo e (e) 100° ciclo.

A Figura 24 mostra uma diminui¢do dos valores de corrente de pico e de carga elétrica,
em fun¢do do aumento do niimero de varreduras de potencial, mostrando que com o aumento da
quantidade de ciclos houve uma pequena queda em relacao ao transporte de carga elétrica e esses

valores estdo representados na Tabela 4.

Percebeu-se que a relagdo entre as cargas envolvidas na redugdo e na oxidagdo de cada
ciclo mantém uma proporc¢ao proxima a unidade, pois a carga elétrica envolvida na reducao ¢
praticamente a mesma envolvida na oxidagao, porém o valor de carga de oxidagdo ¢ levemente
maior que a carga correspondente de reducdo de cada varredura de potencial. Isso porque ao
variar o potencial em valores de oxidagdo ocorre a perda de uma quantidade muito pequena de
massa de polimero e quando o potencial ¢ varrido para reducdo, no mesmo ciclo, a massa
depositada na superficie do eletrodo ¢ 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 variacdo de potencial em fun¢do do

numero de ciclos.

Ciclo Carga de Carga de Corrente de pico Corrente de pico  Variacao
oxidacio x 10°® reduciox 10°  anédico x 10™ catédico x 10™ de AE
1 4,42054 4,37246 9,42351 -9,27625 0,169
25 4,06294 4,0092 8,43335 -8,60690 0,159
50 3,80954 3,74592 7,79163 -7,78241 0,151
75 3,62214 3,55328 7,19343 -7,25578 0,146
100 3,48172 3,40684 6,93100 -6,99300 0,145

Ha 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 polimero depositado no
eletrodo comprometendo o transporte de carga elétrica, ou houve efeito de desdopagem da malha
polimérica (saida do contra-ion da cadeia polimérica) diminuindo assim a condutividade
extrinseca do material. O decaimento no transporte de carga elétrica apds os 100 ciclos de

varredura pode ser visualizado na figura 25.
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Figura 25: Decaimento de carga percentual em fungdao do niimero de ciclos.
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Observou-se que ap6s 100 ciclos, o polimero ainda apresenta 78% de sua carga, indicando boa
estabilidade eletroquimica deste material se comparado com outros da literatura onde ha relatos
de polimeros de outros mondmeros, 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 IMPEDANCIA ELETROQUIMICA (EIE)

A caracterizagdo e investigagdo das propriedades elétricas dos filmes de poli(3-HFA),
eletropolimerizados sobre os eletrodos de grafite, foi conduzida por espectroscopia de
impedancia eletroquimica (EIE) em solugdo de HCIO, 0,50 mol L™ em faixa de freqiiéncia de

100 kHz a 10 mHz, com amplitude 5 mV.

A Figura 26 apresenta os espectros de impedancia eletroquimica, 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 regidao de

potencial, a corrente ¢ faradaica devido a eletroquimica do filme (Figura 23 B)
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Figura 26: Diagramas de Nyquist (A) e Bode (B) dos resultados experimentais dos espectros de
impedancia eletroquimica do eletrodo de grafite modificado com filme de poli(3-HFA), obtidos
em solu¢ao de HC104 0,50 mol L Eaplicado = 0,45 V; Amplitude 5 mV; Faixa de Freqiiéncia: 10°
a 102 Hz. As linhas sélidas representam os resultados de simula¢io utilizando-se o circuito

proposto na Figura 26.

Pode ser observado um discreto semicirculo em regido de alta freqiiéncia (Figura 26A;
ampliacdo), seguido de outro semicirculo bem definido, na regido de baixas freqiiéncias, como

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

A obtencdo de informagdes a partir dos dados de impedancia eletroquimica pode ser

conduzida mediante a utilizagdo de diferentes modelos de medida, como circuitos equivalentes
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ou modelos matematicos. A aplicacdo de circuitos equivalentes tem como fundamento as
similaridades entre o comportamento da célula eletroquimica e um circuito elétrico de resistores,
capacitores e indutores. Deste modo, um circuito equivalente, para simula¢do dos resultados
experimentais, constituido de combinacdes em série e paralelo de resisténcias e capacitancias foi
proposto para analise dos resultados. O melhor circuito equivalente, utilizado para os eletrodos

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

Q) Qp
I I
O——AM— —0
Rs AR —aA— O -
Ret R,

Figura 27: Circuito equivalente proposto na simulagdo dos dados experimentais apresentados na
Figura 26. Sendo, Rs = resisténcia 6hmica; R = resisténcia a transferéncia de carga; Qq =
capacitancia da dupla camada elétrica; R, = resisténcia do polimero; Q, = capacitancia do

polimero e O = impedancia transmissiva.

O circuito apresentou excelente valor de chi-quadrado (%), um parimetro estatistico, na
ordem de 107, apoiando um baixo erro estatistico na simulagdo dos dados experimentais. A
necessidade do uso de dois circuitos sugere a formagdo de um filme polimérico altamente
rugoso/poroso, fazendo com que o primeiro conjunto [(RO)Qq] descreve a regido superficial
externa do filme enquanto que o segundo [(R,0)Q,] descreve a resposta da regido superficial
mais interna. Os parametros representados entre ““parénteses” sao aplicados aos elementos em

paralelo e entre ““colchetes™ aos pardmetros descritos em série.

Dos parametros, obtidos pela simula¢do, observa-se que a resisténcia 6hmica total a
solucdo R ¢ de 1,1 Q. Este valor indica a deposi¢do de um material, que apresenta
comportamento pouco resistivo, o que estd de acordo com o comportamento apresentado nos
voltamogramas de formacdo do poli(3-HFA) (Figura 22). Possiveis explicagdes para este
resultado podem ser: formacao de um filme muito condutor, formacgao de “cristalitos poliméricos

localizados” na superficie ou pouco material polimérico formado.

O valor da resisténcia de transferéncia de carga, R, obtido foi de 26,43 Q. O valor de R,
(966 Q) quando comparado ao valor de R, ¢ muito mais elevado, sugerindo que a contribui¢ao

ao processo eletrodico da regido interna ¢ muito menor.
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Valores de capacitancia fornecem informacdes a respeito das interagdes solugdo/polimero e
polimero/grafite. Valores na ordem de 27,8 uF e 0,60 mF foram obtidos para Qg e Q,
respectivamente. Estes valores sugerem maior facilidade na transferéncia eletronica na interface

solucao/polimero, quando comparado com a interface polimero/grafite.

Quando os valores de Q, e Qg sdo comparados observa-se maior valor na capacitancia do
polimero, sugerindo que a area interna eletroquimicamente ativa ¢ muito maior, ou seja, existe

um maior numero de grupos superficiais oxidaveis/reduziveis.
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3.5 ESTUDO ELETROQUIMICO DE MICROBALANCA DE CRISTAL DE QUARTZO.

O perfil linear entre a freqiiéncia e a carga nos mostra se ¢ possivel utilizar a equagdo de

Sauerbrey para medidas de massa:

Onde:

Af = variagdo de freqiiéncia;

fy = freqiiéncia fundamental do cristal de quartzo;

Am = variagao de massa;

A = area geométrica do eletrodo de ouro piezoeletricamente ativa;
ue. = modo de cisalhamento do cristal de quartzo;

p. = densidade do cristal de quartzo;

Esse fato se deve a carga estar relacionada a quantidade de material depositado, que pode
ser utilizada como uma medida indireta da espessura do filme. Durante o depoésito, a variagao
linear da carga com a diminui¢do de freqiiéncia, indica que essa ultima pode ser relacionada com
a massa depositada e a equacdo de Sauerbrey ¢ valida para o célculo de massa, através da

alteracdo de freqiiéncia em cada experimento.

A relagdo entre freqiiéncia e carga pode ser vista na equagdo abaixo:

__ Af _ ~2fy

Onde F ¢ a constante de Faraday, MM ¢ a massa molar do monomero ¢ Cy € a constante de

sensitividade derivada da equagao de Sauerbrey.

Esta relacdo entre a freqliéncia e a carga, para a eletropolimerizacao de acido 3-

hidroxifenilacético, estd representada na Figura 28.
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0 10 20 30 40
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Figura 28: Perfil freqiiéncia versus carga para a eletropolimerizagdo de 3-hidroxifenilacético

2,5)(10'3m01.L'1 em meio de HySO4 0,2mol.L™!, 20 varreduras, 50mV.s™.

O perfil entre carga e freqiiéncia apresenta-se linear com um R = 0,9988. Ou seja, um
filme com caracteristicas rigidas esta sendo depositado na superficie do eletrodo e a equagdo de

Sauerbrey ¢ valida para o célculo de massa. Os voltamogramas ciclicos podem ser observados na

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

H,S0,4 0,2mol.L", 20 varreduras, 50mV.s™ (B) potenciais de pico versus o nimero de ciclos.

Pode-se observar, a partir do grafico da Figura 29 A, que o processo de
eletropolimerizagdo se inicia por volta de +0,9V, com o surgimento de uma onda de oxidacao,
atingindo um potencial de pico a +1,06V. Essa onda ¢ apontada como sendo a oxidagdao do
mondmero estudado em questdo para sua forma cation-radical. Com um segundo ciclo, ha uma
queda nos valores de corrente dessa onda. Isso indica a cobertura do eletrodo com um material
polimérico, pois os valores de corrente sao diretamente proporcionais a quantidade de espécie
eletroativa proxima a superficie. Como a superficie estd sendo recoberta por um material, sobram

menos sitios ativos para uma nova oxidacdo, diminuindo, assim, os valores de corrente. Esta
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diminui¢do de corrente também indica a diminui¢do da concentracao das espécies eletroativas,
préximas a superficie 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 superficie do
eletrodo. Isso ¢ confirmado pelo aumento nos valores de corrente & medida que se aumenta o
numero de varreduras. Pode-se observar pelo grafico 29 B que os potencias de oxidagdo
diminuem com o numero de ciclos, de forma praticamente linear (R = 0,9928). Essa diminuicao
no potencial refere-se a uma maior facilidade (embora em menor quantidade) de material sendo
oxidado na superficie a medida que o nimero de ciclos aumenta. Este resultado indica que o
filme formado estd facilitando a formacao de novas camadas de material, provavelmente por

meio de interacdes de Wan der Waals, as quais estdo se sobrepondo em sua propria estrutura.

Os primeiros 2 voltamogramas ciclicos, juntamente com o grafico de massa Versus
potencial sdo mostrados na figura 30 A. Os valores de massa, ao fim de cada ciclo, podem ser

vistos na figura 30 B.
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Figura 30: (A) Perfil jxE (—) e dmxE (- - - ) de 3-hidroxifenilacético 2,5x10”mol.L"" em
H,S04 0,2mol.L™", em pH 0,5 com 2 varreduras, 50mV.s". (B) Perfil dm versus nimero de

ciclos, 20 varreduras.

O gréfico 30 A mostra que, no primeiro ciclo, os valores de massa se mantém constantes
até aproximadamente +0,90V, exatamente onde se inicia o processo de eletropolimerizacao. A
partir desse potencial at¢ +1V ha uma pequena queda nos valores de massa. Isso se deve
provavelmente a expulsdo de solvente ou ions que podem estar na superficie. A partir desse
potencial (+1V), comeca a se formar os cation-radicais, oriundos da oxidagdo do mondmero, e

iniciando a formagdo de oligdmeros, que sdo adsorvidos no eletrodo, como mostrado pelo
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aumento dos valores de massa.

Durante o potencial reverso, at¢é +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 0 mesmo processo se repete, com variacdes na grandeza de massa. Isso pode
ser visto na Figura 30 B, onde observa-se um perfil linear no inicio do experimento, mas com
uma quebra da linearidade ao final, indicando uma menor quantidade de material sendo formado

devido a cobertura da superficie do eletrodo.

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

Figura 31.

dm (ng.cm'z)

Figura 31: perfil dm x AQ para os primeiros 2 voltamogramas ciclicos de 3-hidroxifenilacético

2,5 mmol.L™! em meio de H,SO,4 0,2m01.L'1, 50mV.s™.

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

o . . 2
carga desde o principio do experimento. A partir de um valor de carga de 2 mC.cm™, ocorre o
deposito em maior escala até um valor de 6 mC.cm™ Desse ponto até aproximadamente

7mC.cm™ h4 uma queda nos valores de massa devido redugdo que a mesma sofre no final de

cada ciclo.
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3.6 CARACTERIZACAO MORFOLOGICA DOS ELETRODOS MODIFICADOS

A Figura 32 mostra as micrografias da superficie do eletrodo de grafite e do eletrodo apos

ter sido modificado com o polimero derivado do &cido 3-hidroxifenilacético analisado através de

Microscopia de Forca Atomica (AFM).
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Figura 32: Microscopias de forca atomica do eletrodo de grafite (A;, A, e A3) e do eletrodo

modificado com poli(3-HFA) (B,B; ¢ B3).
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Na Figura 32 A; observa-se que a superficie de grafite sem modifica¢do apresenta maior
quantidade de cavidades que foram recobertas por um material com aspecto globular e alinhado
(figura 32 Bj). Na Figura 32 B, (maior ampliagdo) podem ser observados globulos menores
agregados, com didmetro proximo a 100 nm, que conferem a superficie do eletrodo maior
rugosidade, quando comparada ao grafite sem modificacdo. Isto pode ser verificado na
comparagdo com a Figura 32 A,, onde o grafite ndo estd recoberto com a camada polimérica. Na
Figura 32 Bs, observa-se uma vista frontal do grafite antes de receber a camada polimérica de
poli-(3-HFA) (rugosidade de 496 nm). Na Figura 32 Aj, observa-se o acumulo do material
polimérico aumentando a rugosidade da superficie, com valor calculado de 822 nm, o que
concorda com os resultados obtidos nos estudos da caracterizagdo eletroquimica dos eletrodos
modificados (Figura 23), pois se a superficie ¢ mais rugosa uma maior area superficial sera
oferecida ao contato com as moléculas de mondmero na solugdo para que ocorra a reagao, tendo

como efeito direto maiores valores de corrente e de carga.
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3.7  INVESTIGACAO DA IMOBILIZACAO DE OLIGONUCLEOTIDEOS

A Figura 33 apresenta os voltamogramas, referentes aos estudos de imobilizagcdo de

oligonucleotideos sobre os eletrodos modificados.
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Figura 33: Voltamogramas de pulso diferencial de eletrodos de grafite modificado com: (A)
poli-(3-HFA) preparadas em pH 0,5; (B) contendo poli-(A) antes de hibridac¢ao e (C) apds 15
minutos de incubac¢o com a fita complementar poli (T), tamp3o acetato 0,1 mol L, pH 4.5,

amplitude de pulso e pulso 0,05V periodo 0,2s.

O resultado dessa hibridizagdo pode ser identificado pela diminui¢do da corrente de pico
de oxidacao no voltamograma da Figura 33 C e 33 B.

O decréscimo na corrente de pico da adenosina monofosfato, apds 15 minutos de
incubacdo em tampao de acetato, de acordo com a literatura [9,12 e 15], esté relacionada com a
hibridizacdo de oligonucleotideos. Nessas condigdes ligagdes de hidrogénio se formam entre as
seqliéncias complementares, ocorrendo a formagao de duplex, dificultando a oxidagdo das bases,
tendo como conseqiiéncia a diminuicao do pico de corrente de oxidagao da adenosina, apds a

hibridagao.

Outra razao para o maior valor de corrente de oxidacao para poli (A) € que ela apresenta
melhor proximidade da superficie do eletrodo e um maior grau de adsor¢dao devido a maior
flexibilidade conformacional, facilitando a transferéncia eletronica entre as bases e nitrogenadas

e o eletrodo.
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A Figura 35 mostra voltamogramas de pulso diferencial registrados em tampao acetato

como o eletrdlito contendo azul de metileno acumulado ao longo de superficies.

O azul de Metileno utilizado como um indicador interage de forma diferente com a
simples fita e com a dupla fita. A reacdo ¢ evidenciada por uma diminui¢do da redugdo do valor

de corrente -157pA (simples fita) para -99 pA (dupla fita).
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Figura 34: 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), tampéo acetato 0,1mol L™, pH 4,5, amplitude de pulso 0,05V, periodo do
pulso 0,2s.
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CAPITULO 4: CONCLUSAO
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Conclusao

Foi possivel modificar a superficie de eletrodos de grafite com poli-3HPA através de uma
eletropolimerizacdo potenciodindmica.

O eletrodo modificado foi caracterizado através de técnicas eletroquimicas como EIE e
MECQ, e analise morfoldgica através de AFM.

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

O eletrodo de grafite foi utilizado para deteccdo da hibridacdo de oligonucleotideos, a
qual foi realizada por metodologia direta, com o acompanhamento do pico de oxidacdo da
adenosina, bem como por metodologia indireta, utilizando o azul de metileno como indicador
eletroquimico.

Tanto na detecgéo direta quanto na indireta, a hibridagéo de poli(A) com poli(T) produziu
diminuicao da resposta de corrente.

A combinacdo de eletrodos de grafite com poli(3-HPA) mostrou ser uma estratégia de
interessante para imobilizacdo de sondas de DNA, bem como apresenta potencial também para

imobilizacdo de outros elementos de reconhecimento bioldgico.
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