condutora) pode ser obtida para o polimero. Blendas condutoras de um polimero
condutor com um polimero convencional, cujas condutividades podem ser ajustadas
pela variagdo relativa das proporgdes de cada polimero, podem ser feitas’. Isto permite a
otimizacdo das melhores propriedades de cada tipo de polimero. Os PC mostram quase
nenhuma condutividade no estado neutro (ndo-carregado). A condutividade intrinseca ¢
produzida a partir da formagao de cargas transportadoras mediante oxidantes (dopagem
tipo p) ou redutores (dopagem tipo n) através da estrutura conjugada ao longo da cadeia
polimérica. A oxidagdo do polimero neutro provoca a geracdo de estados eletrdnicos
localizados e os chamados polarons sdo formados. Se agora um elétron adicional ¢
removido, a espécie energeticamente mais favoravel de se formar ¢ um bipdlaron, tanto
quanto de dois pélarons''. No entanto, é importante notar que antes da formacdo do
bipolaron, a cadeia inteira dos PC deve tornar-se primeiramente saturada com
polarons' ',

Além da grande mudancga na condutividade, a inser¢do de cargas (dopagem) nos
PC pode dar origem a outros fendmenos interessantes que podem ser utilizados em
diversas aplicagdes. A mudanca das estruturas das bandas eletronicas nos PC ¢
acompanhada por mudangas nas propriedades opticas no UV-Vis e regido de NIR. Isto é
usado em visores eletrocromicos e sensores Opticos. Além do mais, a
eletroluminescéncia de alguns PC ¢ utilizada em OLEDs, enquanto que a
fotoluminescéncia pode ser usada em sensores de fluorescéncia. A incorporagdo de ions
leva a compensagdo de cargas ao longo da cadeia polimérica gerando o processo de
dopagem. Esta propriedade ¢ utilizada em membranas de troca-idbnica e pode ser
ajustada utilizando diferentes contra-ions. Filmes sintetizados na presenca de grandes
anions imoveis possuem propriedades de troca catidnica, enquanto que o uso de
pequenos anions modveis leva a filmes com propriedades de troca anionica. O
inchamento dos PC devido & oxidagdo pode ser usado em musculos artificiais'’.

A dopagem dos PC pode ser realizada tanto quimica quanto eletroquimicamente.
Na dopagem quimica, a oxidag¢do é acompanhada pela exposi¢do do polimero condutor
a vapores oxidantes como 0 iodo®!'. Outro exclusivo processo quimico € a dopagem da
polianilina (PANI) devido a protonagdo. Isto leva a uma reacdo redox interna,
convertendo a forma semicondutora da PANI (base emeraldina) para a forma "metalica"

10,13
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(sal emeraldina). As reagdes entre as diferentes formas de PAN sd0 mostradas na

Figura 3.
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Figura 3: Conversio entre os diferentes estagios da PANI'’.

O processo de dopagem quimica ¢ eficiente, mas pouco reprodutivel
quantitativamente. A dopagem eletroquimica por sua vez, promove um ajuste fino no
nivel de dopagem através do controle do potencial elétrico. Os polimeros podem ser
sintetizados, quer por adi¢do de um agente externo (esta abordagem ¢é muitas vezes
referida como "sintese quimica" do PC) ou por reagdo eletroquimica. A sintese quimica
dos PC ¢ normalmente realizada por oxidantes, tais como: pirossulfato de amodnio
((NH4)2S,07) ou cloreto férrico (FeCls), sendo comumente usada para a preparagdo de
solucdes de PC, enquanto deposi¢do eletroquimica ¢ utilizada principalmente para a
deposicdo de filmes de PC sobre substratos condutores. Uma vantagem deste ultimo
método & a possibilidade de controlar a espessura do filme pela quantidade de carga
passada pelo sistema eletroquimico durante o crescimento do filme, permitindo a
realizagdo do processo de geragdo do polimero a temperatura e pressdo ambiente.
Outras técnicas para deposicdo de filmes finos sobre substratos sdo: “spin coating” por

uma solucdo de um PC sintetizado quimicamente; a deposi¢do de uma ou mais camadas




por técnicas Langmuir-Blodgett®; revestimento de substratos por bicamadas, e

. o 3,10,11
polimeros de cargas opostas pela técnica de camada por camada™ ™ .

Desde a descoberta inicial em 1977'4'¢

, que poliacetileno, agora comumente
conhecido como o protdtipo dos polimeros condutores, poderia ser dopado, tanto
quimica quanto eletroquimicamente, para um estado metalico. O desenvolvimento no
campo dos polimeros condutores esta continuamente acelerado, tendo sido descobertas
uma variedade de outros polimeros condutores e seus derivados''”. Esta rapida taxa de
crescimento tem estimulado a interdisciplinaridade de investigagdes nas areas de
Quimica, Eletroquimica, Bioquimica, Fisica Experimental e Tedrica, e Engenharia

At R . . ~ ;s . . 310.18-2
Eletronica e Elétrica e para importantes aplicagdes tecnoldgicas destes materiais™' %'*°.

1.1.2 — Eletropolimerizagdo

A obtencdo dos polimeros condutores, com exce¢do do poliacetileno, ¢ bastante
simples, sendo o método eletroquimico o mais relatado'’. Como exemplo, temos o
mecanismo de eletropolimerizacdo para heterociclos de cinco membros. O mecanismo
de polimerizagdo mais aceito propde a formacdo de um cation-radical do mondmero,
seguida do acoplamento de dois cétions radicais, com desprotonagdo e reconstituicdo do

. e 1721
sistema aromatico

, conforme pode ser observado na Figura 4. A reag¢do continua
com acoplamento de cations radicais do mondomero e cétions radicais dos oligdmeros
que se formam.

A estabilidade do cation radical do mondmero é o fator determinante para
obten¢do de um polimero com elevado grau de conjugacdo. Um cétion radical muito
estavel pode difundir do eletrodo dando origem a oligdmeros soliveis, enquanto que um
muito reativo pode sofrer rea¢des colaterais. As propriedades elétricas e fisico-quimicas
do material eletrossintetizado dependem fortemente das condigdes de sintese, tais como:
concentragdo do mondmero, natureza do meio eletrolitico, temperatura, etc! 4%,

Os polimeros condutores podem também ser obtidos por sintese quimica®. Neste
caso, um agente oxidante ¢ introduzido no meio reacional provocando a formagdo do

cation radical. A principio, o requisito basico para a espécie ser utilizada como oxidante

¢ possuir um potencial de redugdo suficiente para a oxidagdo do mondmero.

a , . . ~ . ’
Técnica de nanofabricacdo usada para criar peliculas extremamente finas (monocamadas ou camadas

moleculares isoladas) as quais s3o conhecidas como filmes de Langmuir-Blodgett.
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Figura 4: Mecanismo de eletropolimerizagio para heterociclos de cinco membros®'.

Enquanto a maioria dos condutores organicos produzidos comercialmente sdo
preparados por polimerizagio quimica®, muitos mondémeros podem  ser
eletropolimerizados diretamente sobre um metal ou de eletrodos semicondutores®,
permitindo, assim, uma caracteriza¢do in situ dos filmes poliméricos por métodos
eletroquimicos e espectroscopicos’ .

Observacdes simultdneas da reacdo redox por outros métodos, juntamente com
medidas eletroquimicas, sdo importantes para a verdadeira compreensdo dos
acontecimentos eletroquimicos. Recentemente, diversos métodos analiticos tém sido
associados com medidas eletroquimicas, de modo a obter multiplas informag¢des
simultaneamente.

E bem conhecido que as propriedades de polimeros condutores dependem de
suas caracteristicas estruturais. Portanto, muitos esforcos tém sido feitos n sintese de
novos mondmeros e polimeros, com o objetivo de se obter materiais com caracteristicas
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ajustaveis para aplicagdes em Eletroquimica e outras areas™ ~ . Polimerizagdo eletro-

oxidativa de novos mondmeros com concomitante deposicdo de filmes poliméricos tem




sido considerados como uma rota efetiva e versatil para a modificacdo de superficie de

um eletrodo por compostos poliméricos organicos™. —
1.1.3 — Aplicagdo dos polimeros condutores

Inimeras aplicagdes tecnoldgicas tém sido propostas e desenvolvidas para
, . 2,
polimeros condutores baseando-se, principalmente”:
i. Na condutividade do polimero condutor puro ou de uma blenda do

polimero condutor com um polimero convencional (aplicacdo em diodos

emissores de luz*>™®, filmes para dissipac¢io de carga estatica™**");
ii. Nas propriedades eletroquimicas de oxi-redu¢do do polimero (janelas
A 4142 . 2443 . "
eletrocrémicas™ ™, capacitores™ ", dispositivos para armazenamento de
. 4445 o4
energia’**, musculos artificiais*®);
iii. Na formagdo de estados excitados no polimero (componente de
dispositivos para dptica ndo-linear*”*);
) . . c . 10,18,19,50-52
iv. Na morfologia/microestrutura do polimero (sensores quimicos ,
catalise™°).

A Figura 5 ilustra algumas aplicagdes conhecidas e outras propostas para os

. ~ . 24
polimeros condutores, em funcdo das suas propriedades™".
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Figura 5: Esquema mostrando varias aplicagdes conhecidas e propostas para polimeros

condutores, em fungdo das suas propriedades™.



Todavia, as propriedades destes polimeros sdo fortemente dependentes de sua
microestrutura e morfologia, as quais estdo relacionadas a presenca de defeitos e
reticulagdes, entre outros fatores, sendo determinadas pelo método de sintese, contra-
fons e outras variaveis dificeis de serem controladas simultaneamente. Um dos maiores
desafios para melhorar e garantir a performance destes materiais consiste, por
conseguinte, na busca de polimeros com maior homogeneidade, estabilidade, baixa
concentracdo de defeitos, maior organizacdo entre as cadeias, reprodutibilidade e
maiores valores de condutividade®*.

Modificagdes com camadas poliméricas sdo usadas para desempenhar um papel
importante, especialmente na impressdo, revestimento, embalagens de produtos

alimentares, aplicacdes biomédicas e aeroespaciais.

1.1.4 — Mecanismo de condutividade

O mecanismo através do qual os polimeros conduzem eletricidade tem sido
apresentado detalhadamente na literatura' ", A consideragio mais importante do ponto
de vista quimico considera que “um aumento da condutividade eletronica é obtido
quando sdo preparados polimeros com maior ordenamento molecular e
supramolecular' "

Polimeros mais ordenados molecularmente contém poucos defeitos que
interrompem a conjugacdo da cadeia polimérica, como por exemplo, carbonos com
hibridagdo sp’. Em polimeros com elevada ordem supramolecular, as cadeias sdo
ordenadas através de estiramentos e/ou cristalizagdo. Com base nestas consideragdes,
condutividades de até 10° S cm™ foram determinadas para o poliacetileno altamente
ordenado®, aproximando-se, portanto, da condutividade do cobre a temperatura
ambiente. Infelizmente, as formas “dopadas” do poliacetileno sdo tdo reativas que
impossibilitam a sua utilizagdo na maioria das aplicagdes propostas para polimeros

61
condutores” .

1.1.5 — Eletrodos modificados com polimeros
A modificagdo da superficie do eletrodo com polimeros ocorre com muitas

monocamadas de espécies ativas. Tipicamente, os polimeros empregados apresentam

sitios quimicamente e/ou eletroquimicamente ativos e respostas eletroquimicas maiores




e mais faceis sdo obtidas quando maior quantidade de camadas € colocada na superficie
do eletrodo. Varios métodos sdo usados para preparar eletrodos recobertos com filmes g

g 19,62-64
poliméricos "

1. Cobertura por banho: quando um eletrodo ¢ mantido em solu¢do do polimero,
na qual o polimero ¢ depositado por adsor¢ao.

2. Evaporag¢do: um pequeno volume da solugdo polimérica é colocado sobre a
superficie do eletrodo e evapora-se o solvente. O eletrodo ¢ usado em um
eletrolito ou solvente onde o polimero seja insolavel.

3. Deposicdo oxidativa ou redutiva: depende da solubilidade do polimero no
estado 16nico. O polimero oxidado (ou reduzido) em um solvente resulta em
uma forma insolaivel que precipita na superficie do eletrodo.

4. Cobertura e rotag¢do: o eletrodo é mantido girando apds uma gota de solucdo
polimérica ter sido colocada na sua superficie.

5. Eletropolimerizagdo: os produtos da reagdo no eletrodo sdo poliméricos e
insoliveis no solvente usado. A eletropolimerizagdo de varios compostos
monoméricos substituidos pode proporcionar ao eletrodo propriedades elétricas
e analiticas interessantes.

6. Polimerizacdo por métodos ndo eletroquimicos: polimerizagdo ativada por

plasma, foto-induzida por UV ou polimerizac¢do de organossilanos.

Embora as respostas eletroquimicas dos eletrodos modificados por polimeros
sejam mais faceis de detectar do que aquelas dos eletrodos modificados por
monocamadas, elas também sdo complicadas pela sobreposicdo de processos como
transporte e transferéncia de carga, movimento de contra-ions para dentro e fora do
polimero, movimento do filme polimérico e inchago com o solvente e difusdo do analito
no filme. Estes processos foram estudados para melhorar a interpretagdo da resposta
voltamétrica®. A despeito destes fatos, a modificagdo polimérica do eletrodo permanece
um procedimento conveniente e simples para melhorar o desempenho de eletrodos
apresentando uma infinidade de aplicacdes'.

Um fator importante e decisivo para atender a preparagdo de filmes poliméricos
finos ¢ ter estabilidade suficiente a longo prazo em diferentes ambientes®®. Neste

contexto, o conhecimento da estrutura e resposta eletroquimica, mecanismo de



deposicdo, e cinética associadas a estas transi¢des, dos polimeros baseados em metais,

serdo extremamente importantes nas aplicagdes praticas em reagdes eletrocataliticas®’. —
Além disso, plasticos, cerdmicas e demais tipos de materiais podem ser

revestidos com estes polimeros, ¢ esta modificacdo pode ser utilizada para a construgdo

das chamadas placas de circuitos impressos, as quais apresentam diversas vantagens na

. ~ . ;o .. . 2
aplicacdo em sistemas eletroquimicos miniaturizados®*®.

1.2 — Polimeros aplicados em sensores

Durante os ultimos 20 anos, a pesquisa € desenvolvimento global no campo de
sensores t€ém expandido exponencialmente em termos de investimento financeiro,
publicagdes na literatura e numero de pesquisadores ativos. E bem conhecido que a
funcdo de um sensor ¢ fornecer informag¢des em nosso ambiente fisico, quimico e
biologico'®.

A legislacdo estimulou uma enorme demanda por sensores voltados para
monitoramento ambiental, por exemplo, monitoramento de gases tdxicos e vapores em
locais de trabalho ou contaminantes em aguas naturais por efluentes industriais ou por
agrotoxicos oriundos da agricultura. E esperado um grande avango nesta area, dando
origem a um grande niimero de sensores para aplicacdes em controle ambiental, bem
como em controle de alimentos e tecnologia médica.

O elevado potencial de aplicagdo destes PC em sensores quimicos e bioldgicos €
uma das principais razdes para intensiva investigacdo e desenvolvimento desses
materiais.

Um sensor quimico fornece informagdes sobre o seu ambiente e consiste de um

transdutor fisico e uma camada seletiva quimicamente®'".

As modificagdes de
superficies solidas sdo muitas vezes utilizadas para alterar propriedades como
biocompatibilidade, umidade, aderéncia e de fricgﬁo(’ﬁ.

Nas trés ultimas décadas, a sintese de novos polimeros conjugados manteve-se
como tema de interesse, tanto do ponto de vista académico quanto do industrial’'”>.

A preparagdo e propriedades dos eletrodos revestidos com filmes redox de

.. . ~ . . . ~ 28,74
materiais poliméricos tém sido assunto de investigagdes recentes>*’*.

Vantagens
oferecidas por esses sistemas sobre monocamadas ligadas diretamente e quimicamente
incluem a facil preparacdo, estabilidade, maiores sinais para caracterizagdo mais simples

e completa cobertura superficial”®. O grande impulso para o design e estudo de eletrodos




modificados com polimeros ¢ justificado pela necessidade de desenvolver novas areas
em Eletroquimica e Novos Materiais para catélise, eletrocatalise, fotoeletroquimica, e
eletronica, e fotoeletronica’.

Polimeros eletrocondutores, sob a forma de filmes finos depositados na

superficie do eletrodo representam materiais promissores para aplicagdes em

67,68 10,18,20,77

eletrocatalise®”®®, sensores’®, quimio e biossensores , transistores de efeito de

79,80
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campo’°, materiais biologicamente ativos’"*, separagio membranas ¢ biomembranas®',

82-84 85-87
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baterias , supercapacitores ', elementos micro e nanoeletronicos , visores,

90-92

espelhos, janelas89, diodos emissores de luz -, dispositivos fotovoltaicos%,

94,95

dispositivos eletrocromicos e camadas protetoras’®”®. Uma tendéncia recente nesta

area € o uso de polimeros condutores basicos (PPI, PANI, PTF, etc.) funcionalizados
com vérios grupamentos’ %",

Durante os ultimos 25 anos o polimero condutor mais largamente utilizado foi a
polianilina, devido a sua aplicacdo potencial em baterias recarregaveis, dispositivos
eletrocromicos, aparelhos de display, super capacitores, recobrimento anti-estatico,

: 102,10 : 104,1
biossensores, etc 3. De acordo com a literatura!®*!%

a oxidagdo anddica da anilina
leva a dimeros, por acoplamentos cabega-cauda, cabeca-cabeca, cauda-cauda, tanto
quanto a produtos poliméricos, com a participacdo de cations radicais eletrogerados.
Entretanto, o estudo deste polimero ¢ mais complexo devido a existéncia de duas
formas redox diferentes, com a possibilidade de reacdes de protonacdo e/ou oxidagdo, as
quais permitem a passagem de uma forma a outra. Por outro lado, o principal objetivo
da pesquisa basica no sistema da polianilina tem sido investigar as propriedades de
polianilinas substituidas®>'%'°,

Entre outras, a classe de mondmeros funcionais como os aminofenois tem sido
estudada na producdo de filmes poliméricos. Ao contrario do fenol'', anilina''?, e
outras anilinas substituidas'", eles apresentam dois grupos funcionais (NH, ¢ OH) que
podem ser oxidados. Portanto eles podem apresentar comportamento eletroquimico

112-114 111,115

semelhante ao das anilinas e fenois

Poliaminofendis sdo formados pela polimerizacdo de aminofendis em meio

, . o 116,117
acido, neutro ou basico

. Na polimerizagdo de aminofenois, a posi¢ao relativa dos
grupos amino ¢ hidroxila sdo importantes, pois em cada uma das trés estruturas orto,
meta e para, estas apresentam propriedades diferentes como potenciais de oxidacdo e
estabilizacdo do cétion radical formado. O monémero em posi¢do meta possui menos

formas de ressonancia que seus respectivos isdmeros em posi¢do orto e para. Isto faz



com que ele apresente um potencial de oxidacdo mais anodico. As posi¢des ainda
definem o tipo de estrutura que serd formada durante o processo de eletropolimerizacio.
Enquanto, a posi¢do orto no aminofenol promove a formag¢do de uma estrutura linear a
posicdo meta promove a formagio de uma estrutura ndo-linear' '®.

O p-aminofenol ¢ um composto bem conhecido que, na sua forma simples, ou
derivado'", foi utilizado como agente redox em fotografia. Em meio neutro, este ¢
oxidado para complexos de corantes oligdmeros que podem ser utilizados em ensaios
enzimaticos'*’.

Normalmente, a oxidacdo eletroquimica de o-aminofenol ¢ melhor realizada em
meio acido e aquoso. Eletropolimerizagdo de o-aminofenol em meio acido € analoga ao
mecanismo de anilina''2. A estrutura do filme de poli(o-aminofenol) é formado por

- . pl21,122
unidades de fenoxazina "

. O meio basico afeta o grupo hidroxila pela formagado de
ligagdes C-O-C, enquanto os grupos NH, sdo preservadas'>. A eletropolimerizagdo da
aminofendis em meio basico leva a formacdo de polimeros com estrutura de 6xido de
fenileno® 12412,

A preparagdo de filmes poliméricos derivados de éteres alquil-arilicos e fendis
tem sido extensamente estudada pelo grupo LAFIP/NANOTEC''®!'71#732 O interesse
nestes monomeros estd voltado principalmente para a aplicagdo em sensores bioldgicos,
uma que vez, quando eletropolimerizado, geralmente os grupos funcionais sdo
preservados, o que facilita a interagdo com o material biologico a ser imobilizado sobre
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os eletrodos modificados com estes filmes poliméricos . Unindo-se as propriedades

do sensor com a especificidade do material biologico, temos os chamados biossensores.
1.3 — Biossensores

Um biossensor ¢ um dispositivo que contém um material bioldgico, tal como

enzimas, anticorpos/antigenos, DNA, bactérias, tecidos, etc. como agente de
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reconhecimento interligado a um transdutor que converta o sinal bioldégico num sinal
fisico e/ou quimico. Tais dispositivos sdo importantes ferramentas analiticas, devido a0 e
crescimento no interesse em deteccdo, diagndstico e determinacdo nas dreas de
alimentos, controle da qualidade da agua, saude, seguranca, € monitoramento

ambiental'>>.

Uma gama de configuracdes destes dispositivos confere grande
versatilidade no desenvolvimento dos biossensores, que podem ter aplicacdes diversas,
dependendo das caracteristicas do elemento bioldgico e do transdutor utilizado.

Os biossensores podem ser divididos basicamente em duas classes: os
cataliticos, que utilizam enzimas imobilizadas e os de afinidade, que utilizam
anticorpos, DNA ou peptideos, como moléculas de bio-reconhecimento'**'**.

Os mecanismos de transdu¢do mais comumente utilizados sdo apresentados na
Tabela 1. O tipo de transducdo de sinal esta diretamente relacionada a caracteristica

- ;o 135136
fisica ou quimica do produto gerado pelo componente bioldgico’”™"".

Tabela 1: Principais sistemas de transduc¢@o de sinal fisico-quimico.

Sistema de transducio Medida
Eletroquimico Amperometria
Potenciometria
Elétrico Condutividade
Optico Luminescéncia
Fluorescéncia

Indice de refracdo
Térmico Calorimetria
Piezelétrico Massa Microbalanga de cristal de quartzo

Ondas acusticas de superficie

O objetivo de qualquer metodologia de imobilizagdo ¢ reter a maxima atividade
da biomolécula na superficie do transdutor, deste modo, a imobilizacdo dos
componentes de reconhecimento sobre a superficie modificada representa o fator
determinante para o bom funcionamento do biossensor. Analisando os fatores que
influenciam as biomoléculas, como as condi¢des do meio ou o procedimento de
imobilizacdo, ¢ possivel definir a técnica que possui as condi¢cdes mais adequadas ao

sistema em estudo'>7!%8,



1.3.1 — Técnicas de imobilizacdo

As técnicas de imobilizagdo de biomoléculas, assim como as de imobilizagdo de
mediadores (compostos necessarios para assegurar o mecanismo de transferéncia
eletrnica) com maior utilizagdo sdo as de formacdo de ligacdo covalente e adsor¢do'®.
Outros processos como os de ligacdo cruzada (cross-linking) e oclusdo (entrapment)

139,14 gl
3 0. Podemos destacar como caracteristica de cada

também sdo utilizadas

procedimento como:

v Adsor¢do fisica: baseia-se na formagdo de forgas atrativas de Van der Waals,
ligacdes de hidrogénio e complexos de transi¢do de elétrons entre as biomoléculas e
o eletrodo. Este método, ndo exige qualquer modificagdo quimica e possui a
vantagem da simplicidade, requerendo apenas uma solug¢@o contendo o componente
biologico' 2.

v Ligacdo covalente: esta técnica baseia-se na rea¢do entre grupos funcionais
terminais da biomolécula, ndo essenciais a atividade bioldgica e grupos reativos da
superficie do transdutor, dentre as diversas superficies pode-se ter um filme
polimérico. Embora esta técnica possua a vantagem de dificilmente o componente
bioldgico se desprender da matriz de suporte, ¢ extremamente relevante que durante
a utilizacdo, os sitios bioldgicos sejam preservados. Varios métodos sdo apontados
para a formagdo da ligacdo covalente, por exemplo, a formacdo de ligagdes via
grupos acila, diazénio e tiois'*'**.

V" Oclusdo: esta técnica ¢ utilizada quando o componente biologico ¢ preparado em
conjunto com o produto de modificacdo da superficie do eletrodo, deixando assim as
biomoléculas aprisionadas. Um exemplo classico ¢ a preparacdo de filmes
poliméricos em solugdes contendo biomoléculas, onde estas ficam presas dentro da
matriz do polimero, durante a polimeriza¢do. Poliacrilamida, amido ou nylon,
podem ser empregados para aprisionar biomoléculas'*>!*®. Usualmente esta camada
de modificacdo ¢ separada da solugdo teste por uma membrana semipermedvel, de
forma a retardar a lixiviagdo do componente bioldgico. O processo de interagdo
pode ser puramente fisico ou envolver ligagdes covalentes'*®.

v’ Ligacdo Cruzada: baseia-se na imobilizagdo como resultado da reagdo do
componente bioldgico com um agente bifuncional em que se formam as ligacdes

- 147,148 . .
covalentes intermoleculares'*”'**. Os reagentes que permitem o uso desta técnica

contém grupos reativos terminais especificos para os grupos funcionais (por
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exemplo, aminas) que se encontram nas outras moléculas a imobilizar. A escolha do o0
agente de “crosslinking” ¢ feita, de acordo com os grupos funcionais presentes na
biomolécula sendo, no entanto, a escolha final realizada de maneira empirica. Para a
maioria das aplicagdes € necessario manter a estrutura original da proteina, por isso
o “crosslinking” ¢ feito em condigdes pouco agressivas tanto de pH como de
tampdes. E também importante obter um grau de conjugagio entre o agente de
“crosslinking” e a proteina, pois em alguns casos (incluindo enzimas em particular)
¢ conveniente que ndo seja muito elevado de modo a permitir a manutengdo da
atividade bioldgica do fixado. A metodologia mais utilizada na aplicagdo é o
mergulhar da superficie de suporte (por exemplo, um eletrodo) numa solugdo ativa
contendo a enzima e o agente bifuncional (por exemplo glutaraldeido, carbodiimida,
etc.) de forma a cobrir toda a superficie, esperar que se forme uma pelicula
(periodos que variam entre poucos minutos e varias horas, dependendo do agente)

seguindo-se periodos de lavagem e secagem da superficie tratada'>®.

A resposta das moléculas imobilizadas depende da area superficial, porosidade,
carater hidrofilico da matriz imobilizada, condi¢des de reacdo ¢ metodologia escolhida
para a imobiliza¢do. De uma forma esquematica, as diferentes formas de imobilizagao,

encontram-se representadas na Figura 6.
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Figura 6: Esquema representativo dos quatro principais métodos de imobilizacdo de

biomoléculas. (a) adsorcdo, (b) ligacdo covalente, (¢) Oclusdo (d) ligacdo cruzada'*®.




A Tabela 2, mostra a comparacdo das vantagens e desvantagens de cada
procedimento de imobilizagdo descrito para as biomoléculas. Observa-se que quando 0S e
métodos sdo comparados, a adsorcdo destaca-se pela simplicidade e aplicabilidade
esperada no processo de imobilizagdo, sendo o procedimento mais simples e de facil
execu¢do. A utilizagdo de superficies funcionalizadas para incorporagdo de

. , . . . . 149.1
biomoléculas tem sido amplamente discutida na literatura'*'*°.

Tabela 2: Comparacio dos procedimentos de imobilizagdo de biomoléculas'’.

Técnicas utilizadas para imobilizacio de biomoléculas

Método Vantagens Desvantagens
Adsor¢io”
Procedimento simples, Interagdes dependentes do pH,
Van der Waals,
condi¢des brandas, menos solvente e temperatura, baixa
ligacdes idnicas e ) .
dano a biomolécula. estabilidade.
hidrofdbicas.
Resisténcia difusional, pode causar
Oclusdo” Procedimento simples,
desnaturagdo da biomolécula
Membranas de ndo ha problemas com o
. causando baixa sensibilidade e limite
dialise, polimeros. meio.

de detecgao.

Ligacio Cruzada’ )
Dificuldade em controlar a reagdo,

Glutaraldeido, bis- | Procedimento simples, ' '
grande quantidade de biomolécula,

diazobenzidina, ligacOes quimicas fortes. _ o
baixa sensibilidade.

cloreto cianurico.

Estavel complexo matriz _
Complicado e elevado tempo de

Ligagdo covalente’ | ¢ biomolécula. Ligagdo o
producdo. Possibilidade de perda de

Sobre membranas | entre grupos especificos o )
atividade devido a rea¢des

ou matrizes biomolécula e matriz. o
envolvendo grupos essenciais da

insoluveis. Ideal para produgdo em . S
atividade bioldgica.

massa ¢ comercializagdo.

Processos fisicos® e quimicos’.




1.3.2 — Classificagdo dos biossensores

Os biossensores podem ser classificados de acordo com o tipo de biomolécula
imobilizada sobre o transdutor. Desta forma, sdo dadas as seguintes denominagdes para:
Genossensores aos biossensores contendo oligonucleotideos, produtos de PCR ou
fragmentos de DNA; Biossensores enzimaticos: onde o componente bioldgico é uma
enzima; Imunossensores aos biossensores contendo um antigeno ou anticorpo
imobilizado, e Biossensores Microbioldgicos, onde o componente biologico &
representado por fungos, bactérias organelas vegetais e animais dentre outras.

O principio de funcionamento de cada biossensor pode ser entendido como:

v’ Biossensores Enzimdticos: baseiam-se na imobilizacdo de enzimas, tendo seu
principio de funcionamento baseado na atividade especifica sobre um composto
(substrato) ou uma determinada classe de compostos. O funcionamento desses
biossensores, pode também envolver a inibicdo da enzima, pelos referidos
compostos, afetando a quantidade de substrato consumido ou produto gerado, ou
pelo monitoramento direto da espécie eletroativa gerada/consumida na catalise

enzimatica'>>">!.

v’ Biossensores Microbiolégicos: consiste na imobiliza¢do de células microbioldgicas
sobre o transdutor. O principio de operacdo destes biossensores ¢ baseado no uso
das fung¢des metabolicas e respiratdrias do microorganismo para detectar um analito
que seja o substrato ou um inibidor destes processos. Lei e colaboradores'*,
reportaram numa revisdo sobre o assunto, algumas das recentes aplicacdes dos
biossensores microbioldgicos no monitoramento ambiental ¢ para o uso em

alimentos, fermentagdo e campos similares.

v’ Genossensores baseiam-se na imobilizagio de fragmentos de DNA ou
oligonucleotideos. A chamada simples fita (ssDNA), apos interacdo com alvo
complementar regenera a dupla fita (dsDNA), num processo denominado de
hibridizagdo. Este sinal pode ser detectado por meio de intercaladores como brometo
de etidio, azul de metileno dentre outros compostos a base de cobalto e ruténio, para

~ s . ~ 153-15
reducdo dos potenciais de oxidagdo 7.

20



v Imunossensores: baseiam-se no uso de um anticorpo que reage especificamente
com uma substdncia (antigeno) a ser testada. A imobilizagdo do receptor (i.e., @&y
antigeno) sobre um substrato ¢ conveniente para aplica¢des de reconhecimento bio-
molecular para deteccdo da molécula alvo (i.e, anticorpo) presente na solucdo. A
especificidade da interagdo antigeno-anticorpo permite o desenvolvimento de
imunossensores para diagndsticos clinicos, monitoramento ambiental, dentre

1
outros 3 .

1.4 — Biossensores aplicados ao diagnostico de doencas infectocontagiosas

Em revisdo recente, Goulart e colaboradores'® apresentaram comparagdes entre
metodologias de detec¢do convencional e com os biossensores obtidos a partir de
peptideos sintéticos, imobilizados sobre a superficie de eletrodos de grafite modificados
com filmes poliméricos. O potencial de aplicacdo foi verificado para trés doengas
utilizadas como modelo (dengue, hanseniase e leishmaniose).

Outros trabalhos do grupo LAFIP/NANOTEC! que utilizam fragmentos
especificos de DNA, como os trabalhos diagndstico da Dengue'?’; para o diagnéstico da
hanseniase'*”'>’; e para diagnostico do cancer de prostata'®®, estdo reportados na
literatura e demonstram o potencial de aplicagdo destas biomoléculas quando
imobilizadas sobre superficies funcionalizadas com filmes poliméricos.

Baseado nestes estudos, no presente trabalho destacou-se a utilizagdo e
constru¢do de dois tipos de sensores bioldgicos 0s genossensores € imunossensores.
Estes dispositivos foram construidos sobre plataformas funcionalizadas de filmes
poliméricos, derivados do 4-HBA. Para melhor compreensdo do mecanismo de

funcionamento realizou-se uma abordagem mais especifica e completa sobre cada

biossensor.
1.5 — Genossensores
Os genossensores, conforme ja definidos, sdo comumente conhecidos como

biossensores de DNA. Estes dispositivos altamente seletivos resultam das propriedades

especificas de interagdo das bases nitrogenadas presentes na molécula de DNA.

4 Laboratério de Filmes Poliméricos e Nanotecnologia — LAFIP/NANOTEC — IQ-UFU.




1.5.1 — Estrutura e propriedades da molécula de DNA

O acido desoxirribonucléico (DNA ou ADN) ¢ uma molécula longa, formada
pela jun¢do de um grande nimero de nucleotideos, contendo a informacdo genética
codificada. O DNA, encontrado no nucleo de toda célula humana. Ela constitui uma
espécie de codigo que determina o que uma célula tem'®"'%%,

As informacdes no DNA: i) orientam a célula (junto com o RNA) na fabricagao
de novas proteinas que determinam todos os nossos tragos bioldgicos; ii) passam (sdo
copiados) de uma geragdo para outra.

Embora possa parecer complicado, o DNA ¢ constituido por um padrdo de
quatro partes diferentes, chamadas nucleotideos. Cada nucleotideo consiste de um

acucar (desoxirribose) ligado de um lado em um grupo de fosfato e do outro lado a uma

base nitrogenada. A Figura 7 mostra a estrutura basica de um nucleotideo.

Figura 7: Férmula estrutural de um nucleotideo.

Existem duas classes de bases nitrogenadas: as chamadas purinas (estruturas
com dois anéis) e as pirimidinas (estruturas com um anel). As quatro bases existentes no
DNA sdo mostradas na Figura 8, sendo que a uracila esta presente somente na estrutura

do RNA.
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Figura 8: Bases nitrogenadas presentes na estrutura do DNA.

A orientagdo das ligacdes entre as trés moléculas constituintes dos nucleotideos
¢ essencial para se determinar o sentido da dupla fita de DNA. A ligacdo entre a base
nitrogenada e a pentose ¢ feita covalentemente através de uma ligacdo N-glicosidica
com a hidroxila ligada ao carbono-1 da pentose. A ligacdo entre o grupo fosfato e a
pentose. Esta ligacdo ¢ feita através de uma ligag¢@o fosfoéster com a hidroxila ligada ao

161,162
carbono-5 da pentose'®'"'°

, conforme pode ser observado na Figura 9.

Figura 9: (A) Ligagdo fosfodiéster entre dois nucleotideos e (B) crescimento da cadeia de

DNA.
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Para a formacgdo da molécula de DNA € necessario que ocorra a ligacdo entre os
nucleotideos. Os nucleotideos estdo ligados covalentemente por ligagdes fosfodiéster @q
formando entre si pontes de fosfato. O grupo hidroxila do carbono-3 da pentose de um
nucleotideo se liga ao grupo fosfato ligado a hidroxila do carbono-5 da pentose de outro

nucleotideo através de uma ligacdo fosfodiéster' '+

, conforme ilustrado na Figura 9-A.

Devido a esta formagdo, a cadeia de DNA fica com uma direcdo determinada,
isto é, em uma extremidade temos livre a hidroxila do carbono-5 da primeira pentose e
na outra temos livre a hidroxila do carbono-3 da ultima pentose. Isto determina que o
crescimento do DNA se faca na direcdo de 5' para 3', conforme mostrado na Figura 9-B.

James Watson e Francis Crick'® postularam um modelo tridimensional para a
estrutuira do DNA baseando-se em estudos de difragdo de raio-X, sendo
indubitavelmente umas das maiores conquistas cientificas da segunda metade do século
XX. O DNA consiste de duas cadeias helicoidais de nucleotideos, enroladas ao longo de
um mesmo eixo, formando uma dupla hélice de sentido rotacional a direita. Ainda com
base nestes estudos, concluiu-se que na dupla hélice, as duas fitas de DNA estdo em
diregdes opostas, isto significa que sdo antiparalelas. O termo antiparalelas deve-se ao

fato de que uma das fitas tem a dire¢do exata da sua sintese (5'---3") enquanto que a

outra estd invertida (3'----5"). A Figura 10, mostra as estruturas do DNA.

~fosfato P = Fosfato D = Desoxirribose

/ bases nitrogenadas

]
Ay L pontes da /
A .f:fdrogé?fp

Dupla-hélice

&
Esqueleto de agucar e fosfate  Cadeia de nucleotideos  Duas cadeias pareadas, no plano

Dupla-hélice

Figura 10: Esquemas da molécula de DNA no plano e retorcida.




Com base na estrutura de dupla hélice do DNA e nas caracteristicas de hidrofobicidade
das moléculas, a estrutura do DNA fica da seguinte forma: o
v O grupo fosfato e o aglcar (parte hidrofilica) - estdo localizados na parte externa
da molécula.
v As bases nitrogenadas (parte hidrofdbica) - estdo localizadas na parte interna da
molécula.
A relacdo espacial entre as duas fitas cria um sulco principal e um sulco
secundario (Figura 11). O pareamento das bases de cada fita se da de maneira
padronizada, sempre uma purina com uma pirimidina, especificamente: adenina com

timina e citosina com guanina.

& .
LI

O |

C e M naz hazes

Figura 11: Formacao dos sulcos na dupla hélice do DNA.

A proximidade destas bases possibilita a formacdo de pontes de hidrogénio,
sendo que adenina forma duas pontes de hidrogénio com a timina e a citosina forma trés
pontes com a guanina, conforme mostrado na Figura 12. Desta forma, a dupla hélice ¢
mantida unida por duas forgas: pontes de hidrogénio formadas pelas bases
complementares e interagdes hidrofobicas, que for¢am as bases a se "esconderem"

dentro da dupla hélice.




H

Guanina CRosina Timina

Figura 12: Formacéo das pontes de hidrogénio entre as bases nitrogenadas.

As principais propriedades fisicas e quimicas do DNA, classificam-se como'®*:

v Solugdes de DNA, em pH = 7,0 e temperatura ambiente, sdo altamente
viscosas;

v’ A altas temperaturas ou pH extremos 0 DNA sofre desnaturag¢io, isto porque
ocorre ruptura das pontes de hidrogénio entre os pares de bases. Esta
desnaturagdo faz com que diminua a viscosidade da solu¢do de DNA;

v' Durante a desnaturagdo nenhuma liga¢do covalente é desfeita, ficando,
portanto as duas fitas de DNA separadas;

v" Quando o pH e a temperatura voltam ao normal, as duas fitas de DNA
espontaneamente se enrolam formando novamente o DNA dupla fita. Este
processo envolve duas etapas: i) a primeira ¢ mais lenta pois envolve o
encontro casual das fitas complementares de DNA, formando um curto
segmento de dupla hélice; ii) a segunda etapa ¢ mais rapida e envolve a
formagdo das pontes de hidrogénio entre as bases complementares

reconstruindo a conformagao tridimensional.

O DNA ¢ uma molécula longa. Por exemplo, uma bactéria tipica, como a E. coli,
possui uma molécula de DNA com aproximadamente 3.000 genes (um gene ¢ uma
seqiiéncia especifica de nucleotideos do DNA que se codifica para uma proteina. Se
alongada, essa molécula de DNA teria cerca de 1 milimetro de comprimento.
Entretanto, uma E. coli tipica tem apenas 3 microns de comprimento. Para encaixar-se

. . . . 161,162
na célula, o DNA ¢ totalmente enrolado e torcido em um cromossomo circular ° .
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1.5.2 - Principio de funcionamento dos genossensores

A dupla hélice do DNA ¢é composta de duas “fitas” que se juntam através de
ligacdes de pontes de hidrogénio (ligagdes fracas), entre os seus pares de bases, que
podem ser quebradas (desnaturadas) por aquecimento (= 100 °C), pH elevado (= 10) ou
uso de solventes aprodticos. A fita simples do DNA ¢ relativamente estavel, porém
revertida as condi¢cdes de desnaturacdo, a molécula ird se anelar (renaturar) dentro se
sua configuracdo original. Esse fendmeno ¢ conhecido como hibridizagio'®.

Nos biossensores de DNA sdo utilizadas sondas como elementos de
reconhecimento especifico do processo de formagdo do DNA-DNA, DNA-RNA ¢ a
interacdo entre proteinas ou moléculas reagentes ao DNA na superficie do sensor.

A deteccdo de seqiiéncias de bases especificas de humanos, virus, bactérias e
acidos nucléicos, estd se tornando cada vez mais importante no diagnostico de
doengas'®'%.

Em geral, a deteccdo de seqiiéncias especificas do DNA ¢ realizada utilizando
eletroforese em gel de fragmentos de DNA, amplificado pela reagdo em cadeia da
polimerase (PCR), utilizando primers que sdo seqiiéncias especificas para a regido
selecionada do DNA.

Embora seja simples e eficaz para a detec¢do de produtos PCR, se a seqiiéncia
do alvo de DNA amplificado ¢ a mesma que a pretendida, ndo pode ser determinada por
eletroforese em gel. Visto estas desvantagens, brometo de etidio, que ¢ um produto
quimico cancerigeno, ¢ comumente utilizado como um agente revelador.

Hé4 um grande interesse em desenvolver biossensores eletroquimicos de DNA
para aplicacdes rapidas em andlise genética como uma alternativa a eletroforese em gel.
O biossensores DNA pode detectar a presenga de genes mutantes ou genes associados a
doencas humanas herdadas ou doencas infecciosas. Um biossensor eletroquimico de

DNA geralmente é um eletrodo com um oligonucleotideo imobilizado na superficie' ™"

173

Uma gama de técnicas de imobilizagdo de sondas de DNA e suas respectivas

174,175

técnicas de deteccdo estdo reportadas na literatura . Dentre os transdutores mais

promissores estdo os piezelétricos, dpticos e eletroquimicos.

Na preparagdo dos biossensores de DNA, a imobilizagdo da sonda ¢ a etapa

primordial que garante o desempenho e funcionamento do sensor utilizado. Sequéncias
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especificas de oligonucleotideos® ou até mesmo fragmentos de DNA podem ser
imobilizados por adsor¢@o; complexos envolvendo biotina-avidina, liga¢cdes covalentes
e imobiliza¢do sobre a superficie de eletrodos compdsitos em solug¢do. Pividori e
colaboradores'” relataram e discutiram as principais caracteristicas de cada uma destas
técnicas de imobilizagao.

O sistema de detecgdo eletroquimico apresenta diversas vantagens sobre os
demais sistemas como, por exemplo, a ampla diversidade de modificacdo dos
transdutores com procedimentos quimicos ou eletroquimicos para melhor incorporagio
na incorporacdo da sonda. Recentemente, alguns estudos tém indicado que as técnicas
eletroquimicas sdo as mais adequadas para medidas de eventos de hibridizagao'"""'"*!".

O DNA ¢ considerado um material funcional que pode interagir especificamente
ou seletivamente com varias substancias quimicas. A ligacdo de compostos com o0 DNA
pode ser classificada em trés modos principais: intercalagcdo, ligacdo aos sulcos e

ligagio covalente (cross-linking)'”"""".

Além destas citadas, Minasyan e
colaboradores'”, sugerem que a interacio de substincias de baixo peso molecular
ligantes a0 DNA podem ocorrer também por ligagdes ndo-covalentes e eletrostaticas.
Isto pode alterar as conformagdes das macromoléculas de diferentes maneiras. A
formagdo de varios complexos de DNA com ligantes pode levar a mudangas de sua
estrutura e atividade funcional'”. Nestes tipos de interagdes, ¢ sabido que, devido a
estrutura planar dos compostos aromaticos, estes podem se intercalar entre os pares de
bases do DNA'®.

Deste modo, a hibridizagdo pode ser detectada diretamente'®', por intercaladores
de DNA"'% ou por espécies eletroativas que interagem com as bases guanina das
seqiiéncias de DNA'"™ '™ Dentre a diversidade de compostos listados, dois dos
principais utilizados para detec¢do dos eventos de hibridizacdo sdo o azul de metileno
(AM) e o brometo de etidio (BE). A Figura 13 mostra um esquema ilustrativo desta
detecgdo envolvendo estes compostos

Quando a sonda entre em contato com o alvo complementar por certo periodo
denominado tempo (incubag@o) ocorre a formagdo do hibrido (Figura 13-1). Apds

etapas de lavagem, para remog¢ao de interagcdes ndo-especificas, o sensor ¢ colocado em

¢ Oligonucleotideo é um fragmento curto de uma cadeia simples de acido nucléico (ADN ou

ARN), tipicamente com 20 ou menos bases.




contato com o agente intercalador, que se liga preferencialmente a dupla hélice (Figura

13-2), com conseqiiente acumulo do mesmo na superficie hibrida (@ |
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Figura 13: Esquema ilustrativo para as etapas de funcionamento de um genossensor
eletroquimico, onde: (1) reagdo de hibridizagdo; (2) intercalagdo do composto eletroativo ao

hibrido formado ¢ (3) deteccéo eletroquimica.

Devido as propriedades eletroativas destes compostos, os eventos de
hibridizagdo podem ser detectados indiretamente (Figura 13-3) pelo efeito da
intercalacdo. Algumas das vezes, pode-se observar atividade -eletroquimica do
intercalador a ssDNA. Isto pode ser causado por interagdes ndo-especificas com a
superficie do biossensor. Devido a isto, as etapas de lavagem sdo de fundamental

importancia no desempenho destes genossensores.
1.5.3 - Deteccdo da hibridizacdo com Azul de Metileno

O azul de metileno (AM)" é um corante organico pertencente a familia dos

fenotiazinicos, solido azul escuro, soluvel em é4gua, produzindo solugdo azul, quase




inodoro, com formula molecular: C;4H;sCIN;S e massa molar 319,85 g mol'l, ponto de
fusdo 180 °C (com decomposicdo) e solubilidade em 4gua de 50 g L™ (20 °C)%. O azul e
de metileno é usado como um corante bacteriolégico e como indicador. Tém muitas
aplicagdes nos mais variados campos como a biologia ¢ a quimica, tendo sido
amplamente relatado e utilizado como um eficiente marcador eletroquimico para
DNA |88.190-192

Os tipos de interagdo e a cinética entre o0 AM e ssDNA ou dsDNA tem sido
intensamente estudada '>'**!1932%  Qutras interagdes como a ligagdo do AM com os
sulcos do dsDNA, interacdes eletrostaticas, dependéncia da forga idnica, relacdo da
concentracdo AM/DNA e seqiiéncia de bases que constituem o DNA recebem
consideravel interesse como sonda eletroativa na detec¢do de eventos de hibridizagdo do
DNA 1194201204 -5 AM interage através de interagdes eletrostaticas®®, intercalacdo
direta na dupla fita DNA®” ou pelas ligagdes preferenciais as bases de guanina livres
presentes no ssDNA 8192 A Figura 14 mostra a interacdo proposta por Henry entre o

AM e a base purina guanina.
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Figura 14: Esquema de deteccdo eletroquimica de hibridiza¢@o utilizando a interagdo do azul

de metileno com a guanina livre da superficie hibrida'”.

A utilizagdo do AM para detectar hibridizagdo do DNA ¢ baseada na baixa

afinidade do AM com a dsDNA comparada ao ssDNA. Tem sido demonstrado que o

183,192

AM se liga especificamente a base purina guanina . Desta forma, o sinal de baixa

¢ Informagdes obtidas pelo site: http://brazil.merck.de/en/index.html No. Catalogo: 159270,
Acesso em 25/07/2009.




intensidade de corrente, observada apds a hibridizagdo, ¢ devido a baixa interacdo do
AM com dsDNA devido a inacessibilidade das bases guanina para o AM apds e
hibridizacgao.

Uma breve revisdo na literatura demonstra a utilizacdo deste corante como
marcador eletroquimico. Dentre os estudos podemos citar os seguintes trabalhos:

Rohs e colaboradores®** descreveram um estudo de modelagem para ligacdes do
AM com uma seqii€ncia de DNA alternada com bases guanina-citosina.

Enescu e colaboradores’™ investigaram a conformagdo do complexo AM-
guanina por simulacdes moleculares. A posicdo e orientacdo dos complexos de AM-
guanina foram determinadas em trés modos: forma T, ndo-empilhados e face-a-face.

Kelly e colaboradores®”’ estudaram a intercalagio do AM sobre monocamadas
autocamadas de oligonucleotideos terminadas em tiol sobre eletrodos de ouro por
cronocoulometria, voltametria ciclica, elipsometria e métodos com marcadores de 32p,

Tani e colaboradores™® demonstraram que ha um deslocamento nos potenciais
de pico nos sinais voltamétricos de onda quadrada do azul de metileno, obtidos de
camadas automontadas de oligonucleotideos terminados em tiol. A superficie de
eletrodos de ouro contendo monocamadas automontadas de alcanotiol foi utilizada para
deteccdo de hibridizagdo do DNA?”. As interacdes do AM com DNA e sondas de PNA
foram descritas pelo uso de eletrodo de gota de mercurio pendente e eletrodos de

1
carbono'”®.

1.5.4 — Detecgdo da hibridizagdo com Brometo de Etidio

O brometo de etidio (BE) é um sélido que apresenta uma coloragdo vermelho
escuro, quase inodoro, com formula molecular C,;H;)BrN3;, massa molar 394,31 g
mol”, ponto de fusdo entre 261-264 °C, e uma solubilidade em &gua de
aproximadamente 40 g L' (25 °C)". Como a maioria dos compostos fluorescentes, &
uma substancia aromdtica. A maior parte da molécula ¢ uma estrutura triciclica com
grupos amino-benzenicos em cada lado de uma molécula piridinica. Esta estrutura

210

dibenzopiridinica é conhecida com o nome de fenantridina®". A estrutura do brometo

de etidio é mostrada na Figural5.

hInforma(,‘6es obtidas pelo site: http://brazil.merck.de/en/index.html No. Catalogo: 111615, Acesso em
25/07/2009.



Figura 15: Estrutura molecular do brometo de etidio.

O BE ¢ um agente intercalante usado comumente como marcador de acidos
nucléicos em laboratorios de biologia molecular para processos como a electroforese em
gel de agarose. Quando se expde esta substancia a luz ultravioleta, emite uma luz
vermelho alaranjada, que se intensifica umas 20 vezes depois de haver-se unido a uma

cadeia de DNA (Figura 16).
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Figura 16: Eletroforese em gel de agarose, mostrando a fluorescéncia do brometo de

etidio intercalado ao DNA, sobre exposi¢do UV'.

Como o brometo de etidio se intercala no DNA, esta substincia tem um
poderoso efeito mutagénico e, posivelmente pode ser cancerigeno ou teratogénico.

Viarios procedimentos sdo descritos para a destruicio do brometo de etidio,

. ~ ~ . . . ~ . 211,212
principalmente sua adsor¢do em carvdo ativo seguida de incineragdo do conjunto”™ *“°,

enquanto que outros procedimentos incluem a destruicio com agentes redutores e

210,213

oxidantes , como permanganato de potassio e hipoclorito de sodio. Alguns autores,

: Imagens obtidas através do projeto de pesquisa sobre o virus da hepatite B, do grupo da Universidade de

Otago. Disponivel em: http://mrna.otago.ac.nz/Bioinfo/Brownlab.htm, acesso em 25/07/2009.
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entretanto, ndo recomendam essa pratica, pois ha indicios da produgdo de residuos
também toxicos®'’. Além disso, as baixas concentra¢des do brometo de etidio nos en
residuos também dificultam sua destruicio”"”.

Liu e colaboradores'® sugerem que a ligacdo de intercalagio do BE ao DNA
ocorre através do empilhamento dos grupos aromaticos planares entre os espagos dos
pares de bases (Figura 17-A). Para que um intercalador encaixe entre os pares de bases,
as bases tem de se separar, distorcendo as cadeias de DNA, desenrolando a cadeia dupla
(Figura 17-B). O efeito de intercalag@o inibe tanto a transcricdo como a replicacdo do

DNA, causando toxicidade e mutagdes, devido a isto que a maioria dos intercaladores

de DNA sdo muitas vezes carcinogénicos.

Figura 17: (A) Brometo de etidio intercalado entre dois pares de base adenina e uracila. (B)
Distor¢des estruturais induzidas pela intercalacdo, Esquerda: DNA né@o-intercalado. Direita:

DNA intercalado em trés regides (areas vermelhas).

A ligagdo do BE ao DNA tem sido estudada por varios métodos, dentre eles
podemos citar os de absor¢do, fluorescéncia e RMN *'*2!°. Recentemente o uso de
métodos eletroquimicos para estudar a intercalagdo de moléculas ao DNA tem tido uma

177,179,184,217-219
progressao emergente ' . As

invetigacdes eletroquimicas da interagdo de

moléculas ao DNA pode proporcionar um complemento aos métodos
r, . ;. ~ . 179 ’ ’ . .

espctrofotométricos para espécies ndo-absortivas . O métodos eletroquimicos, diferem

em sua sensibilidade, simplicidade e versatilidade provendo informacdes sobre o



mecanismo de ligagdo. Berg e Eckardt’, realizaram os primeiros estudos sobre a
interagdo das moléculas ligadas a0 DNA baseada em suas diferentes atividades @)
eletroquimicas livres ou ligadas ao DNA.

A possibilidade de interacio do BE com ssDNA pode ocorrer por varios
modos®'>?*!. Resultados experimentais existentes para a formacdo do complexo do BE
com ss-polinucleotideos sdo relevantes para as condigdes ndo excluindo a presenca de
sitios-ds no DNA*">*17,

Dentre alguns trabalhos reportados na literatura, encontram-se em destaque os
seguintes trabalhos.

Liu e colaboradores'™, estudaram a imobiliza¢do de uma sequéncia especifica de
DNA, imobilizando covalentemente a ssDNA sobre eletrodos de grafite modificados
com grupos amino. As moléculas foram imobilizadas por ligacdes fosforamidas entre os
grupos fosfatos das moléculas de DNA e os grupos aminos na superficie do eletrodo. Os
eventos de hibridiza¢do foram detectados utilizando a oxidagdo do brometo de etidio.
Os autores observaram aumento na I,, do BE quando em contato com o alvo
complementar, sendo linear na faixa de 1,0 x 10* mg mL" a 1,0 x 10°® mg mL™. O
limite de deteccio do sistema para o alvo complementar foi de 2,0 x 10”7 mg mL".

Matsumoto e colaboradoresm, desenvolveram um eletrodo de carbono vitreo
modificado com filmes de DNA, obtidos por irradiagdo UV, e utilizaram o BE como
intercalador eletroativo. O eletrodo modificado foi utilizado para deteccdo de
dibenzofuran, um poluente ambiental, inativo que também se intercala ao DNA. As
medidas foram baseadas na variagdo da resposta do BE acumulado no eletrodo, pela
reacdo de competicdo de intercalagdo aos sitios do DNA entre o BE e o poluente. Os
autores indicaram a possibilidade de utilizacdo deste sensor como mecanismo de
deteccdo do dibenzofuran.

? estudaram a interacio do BE com DNA

Minasyan e colaboradores'’
eletroquimicamente por voltametria de pulso diferencial (VPD) em diferentes forcas
ionicas (0,154 ¢ 0,02 mol dm™ [Na'], pH 7,00). Valores da constante de ligagdo (k) e o
nimero de bases correspondente a um sitio do ligante (») foram determinados. Os
valores de k foram iguais a 1,9 x 10° ¢ 5,6 x 10° mol! dm3, eonigual a9 e 3.6 para as
fortes interagdes em forca 16nica igual a 0,02 e 0,154 respectivamente.

Guo e colaboradores®’, investigaram as caracteristicas eletroquimicas da

imobilizacdo de moléculas de ssDNA e dsDNA de calf thymus na superficie de

nanotubos de carbono por voltametria ciclica (VC) e espectroscopia de impedancia




eletroquimica (EIE). As moléculas de DNA foram imobilizadas via liga¢do covalente a
superficie dos nanotubos por interacdo dos grupos carboxilicos dos nanotubos com os @)
grupos amino das bases do DNA. O BE foi utilizado como marcador para investigar a
interacdo entre as moléculas imobilizadas com os nanotubos. Os autores observaram
que os valores de I, para o par redox ferro/ferricianeto nos VC diminuem e os valores
de R, obtidos nos diagramas de Nyquist aumentam devido a imobilizagdo das
moléculas de DNA (ssDNA e dsDNA) sobre os nanotubos. Desta forma os autores
sugerem que as molélucas imobilizadas sobre os nanotubos apresetam a abilidade de
interagir com pequenas moléculas como o BE.

Qie colaboradores218, também utilizando nanotubos de carbono, desenvolveram
um método de deteccdo para os eventos de hibridizacdo usando eletrodos de pasta
modificados com filmes poliméricos de polipirrol. Os eventos de hibridizacdo foram
verificados utilizando-se o BE como intercalador, monitorando-se suas correntes de
oxidagdo quando em contato com a sonda e alvo complementar. Como esperado, foram
observados maiores valores de corrente do BE, quando o mesmo se intercala a dsDNA.
O sensor se mostrou linear na faixa de 1,0 x 101° a 1,0 x 10® mol dm™ em funcdo do
logaritmo da concentragdo do alvo complementar com a corrente de pico do BE. O
limite de detec¢do foi estimado em de 8,5 x 10! mol dm™. Isto implica que a
combina¢do do sensor com o material bioldgico ¢ uma promissora estratégia para

imobilizacdo de elementos biologicos.
1.6 — Imunossensores

Imunossensores sdo biossensores baseados na reagdo imunoldgica de um
antigeno (Ag) com o anticorpo (A.), formando o correspondente complexo antigeno-
anticorpo.”*?. Nestes casos, quando o A, ou A, ¢ imobilizado na superficie do eletrodo,
dependendo do tipo de resposta de transdug@o do sinal, a construgdo de diversos tipos

223,224

de dispositivos podem ser obtidos . Um fato que deve ser considerado ¢ nio

somente a seletividade, mas também a sensibilidade gerada pelo transdutor.
1.6.1 — Consideragoes sobre antigenos-anticorpos

Os antigenos possuem estruturas quimicas que favorecem a

complementaridade com o anticorpo, através de ligagdes ndo-covalentes




(Figura 18-A). Essas interagdes sdo semelhantes ao que acontece com reagdes
envolvendo enzimas. Portanto s3o reversiveis e possuem afinidades diferentes com @)
diversas substincias. Como um anticorpo pode se relacionar com antigenos com
afinidades diversas, ele pode ligar-se com um que néo seja o seu antigeno de melhor
complementaridade através de ligacdes mais fracas com regides semelhantes, mas

ndo idénticas, aquele que o induziu. Essa liga¢do é chamada de reagdo cruzada.
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Figura 18: Esquema simplificado para as interagdes (A) covalentes entre antigeno e anticorpo e

(B) sistema de seletividade do anticorpo.

Os anticorpos (Ac) pertencem a familia das glicoproteinas denominada
imunoglobulinas (Ig) e sdo produzidos pelos animais em resposta a presenga de
substancias estranhas denominadas imundgenos ou antigenos. Os anticorpos produzidos
pelas células, funcionam como receptor para os Ag (Figura 18-B). A maneira mais
simples e direta dos Ac protegerem o hospedeiro contra agentes patogé€nicos ou seus
produtos tdxicos ¢ através da neutralizagdo. Nesse mecanismo o Ac se liga ao patdgeno
(ou toxina) bloqueando o acesso destes as células que poderiam ser infectadas ou
destruidas. Em seguida, o patdogeno neutralizado ¢ fagocitado por macrofagos. Esse
mecanismo ¢ importante, por exemplo, contra patdgenos como 0s virus que ao serem

neutralizados pelos Ac sdo impedidos de penetrar nas células e replicarem.



No imunoensaio, 0 anticorpo combina-se especificamente com o correspondente
antigeno ou hapteno (substancia de baixo peso molecular que por si ndo € imunogénica, @)
mas pode se ligar ao anticorpo especifico), formando um complexo, conforme a
Equagdo 1. Essa interagdo ¢é caracterizada pela constante de afinidade, K,, definida pelas
concentragcdes do complexo (AgAc), do antigeno livre (Ag) e dos sitios livres dos

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

Equagdo 1:
Ac + Ag © AgAc
Equacao 2:
[AgAc]
[Ac][Ag]

Os valores das constantes de afinidade entre 10* ¢ 10'> mol” dm’ resultam na
alta sensibilidade dos imunoensaios. Embora estudos para a determinacdo das
constantes tenham sido realizados, para determinagdo do anticorpo, antigeno ou
hapteno, freqiientemente, o valor da constante ndo ¢ diretamente empregado. Sob o
ponto de vista analitico, a formacdo do complexo pode ser monitorada pelo método
direto (sem qualquer marcador), porém grande parte dos imunoensaios lancam mao de
marcadores (método indireto). Tanto o antigeno quanto o anticorpo podem ser marcados
e, entdo, sio denominados conjugados®?. Os primeiros imunoensaios empregavam
marcadores radioativos, mas a restri¢do quanto ao emprego de radioisotopos conduziu
ao desenvolvimento de ensaios com compostos fluorescentes ou enzimas, sendo o
ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay), o mais amplamente utilizado em
analises clinicas e bioldgicas.

Duas grandes classes no desenvolvimento destes dispositivos se destacam, sendo
os chamados imunossensores amperométricos, nos quais enzimas sao empregadas como
marcadores, € os imunossensores impedimétricos, no qual sdo realizadas medidas
diretas das propriedades elétricas da superficie s@o monitoradas. H4 uma intensa
literatura no campo dos imunossensores impedimétricos. No presente trabalho utilizou-

se a deteccdo impedimétrica para detec¢do do anticorpo para Leishmaniose Visceral.




1.6.2— Imunossensores Impedimétricos

Nos imunossensores impedimétricos, a transdug¢do do sinal biologico ¢ realizada
através de medidas de espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIE).

A EIE ¢ uma das técnicas mais poderosas e sensiveis para investiga¢do das
propriedades elétricas da superficie de eletrodos modificados” . A EIE mede a
resposta (corrente e sua fase) de um sistema eletroquimico a um potencial de oscilagio
aplicado em diferentes freqiiéncias sobre um potencial d.c. Um importante fator a ser
considerado ¢ a ligagio de biomoléculas carregadas na superficie. E uma técnica néo-
destrutiva ! e informativa na qual pode ser usada para estudar as propriedades elétricas
da interface do dispositivo sensitivo e investigar as reacdes que ocorrem nele™"*'.
Medidas de impedancia ndo requerem reagentes especiais e € receptiva para operagio
livre de marcadores™>. As vantagens da EIE comparadas aos métodos voltamétricos é a
natureza nio-invasiva®-. Entretanto, um problema normalmente encontrado na EIE é a
dificuldade em determinar o significado fisico da resposta no dominio das frequéncias
frente ao sistema investigado™*>".

Para biossensores, a EIE apresenta algumas vantagens importantes sobre a
amperometria. Para biossensores amperométricos diretos, a enzima ¢ imobilizada sobre
um eletrodo condutor e a transferéncia eletronica ¢ detectada durante uma reagdo redox
mediada biologicamente. Entretanto, o sitio ativo deve estar muito proximo da
superficie do eletrodo e facilmente acessivel ao analito em solugdo. Em muitos casos, a
transferéncia eletronica ocorre muito distante da superficie do eletrodo e a taxa de
transferéncia eletronica cai exponencialmente com a distancia®’. Este problema pode
ser reduzido através do uso de mediadores redox, mas a deteccdo entdo se torna limitada
pela transferéncia de massa do mediador”®.

Biossensores amperométricos indiretos detectam o produto de uma reacdo
catalisada biologicamente, normalmente perdxido de hidrogénio. Entretanto, o analito
normalmente contém espécies adicionais (por exemplo, ureato ou ascorbato) que podem
também ser eletroquimicamente oxidados ou reduzidos. Entdo, biossensores
amperométricos indiretos ndo sdo seletivos. Uma das vantagens mais significantes da

deteccdo por impedancia para biossensores € que a interagdo antigeno-anticorpo pode

ser diretamente detectada, permitindo o desenvolvimento de imunossensores. A

I Isto depende do potencial de circuito aberto E,,.
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principal desvantagem dos métodos de impedancia para biossensores ¢ a necessidade de

uma engenharia interfacial para reduzir adsor¢des ndo-especificas™ 2%,

Em imunossensores, resultados de EIE podem confirmar que o anticorpo esta
imobilizado com sucesso na superficie do eletrodo™”. Varios grupos demonstraram a

1 o . ~ o 225,226,236,238-244
potencialidade do uso desta técnica para imunorreagdes diretas™ """ .

1.6.2.1 — Descricdo teorica de EIE

A EIE tem ampla aplicacdo na area de caracterizagdo dos materiais sendo
utilizada rotineiramente na caracterizacdo de coberturas, pilhas, células combustivel,
fenomenos de corrosdo, eletrocatalise heterogénea dentre outras. Também tem sido
extensivamente utilizada como ferramenta para estudar mecanismos em
eletrodeposicdo, eletrodissolucdo, passividade, corrosdo, difusdo de ions através de
membranas, estudos de interface de semi-condutores e biossensores.

A EIE fornece informag¢des importantes relativas as caracteristicas
eletroquimicas de um sistema, como capacitdncia da dupla camada, resisténcia de
transferéncia de carga, impedancia de difusdo e resisténcia da solugdo. Também
consiste num método eficiente para avaliar a velocidade de transferéncia eletronica no
eletrodo quando na presenga de espécies redox em solugdo. A técnica de espectroscopia
de impedancia eletroquimica ¢ uma ferramenta que pode predizer a maneira como o
revestimento dos eletrodos se comportard com o tempo, em relagdo a processos
COITOSIVOS OU OUtros processos.

EIE ¢ um método AC que descreve a resposta de uma interface eletroquimica a
um sinal de voltagem senoidal de baixa amplitude em func¢do da freqiiéncia. A onda
senoide de corrente resultante difere no tempo (deslocamento de fase) com respeito a
onda de perturbacio (voltagem) e a razdo V(t)/I(t) ¢ definida como a impedancia (Z),
contando para a oposi¢do combinada de todos os componentes dentro da célula
eletroquimica (resistores, capacitores, indutores) para o fluxo de elétrons e jons™****%#*2,

A técnica tem como base a aplicagdo de um potencial ou corrente alternada,
sendo uma delas a varidvel controlada, medindo-se a intensidade e diferenga de fase da
outra variavel. Neste trabalho utilizou-se a impedancia eletroquimica em potencial
constante, onde a perturbacdo do sistema ¢ feita mediante a aplicagdo de um potencial
continuo (potencial central aplicado) sobre a qual ¢ imposta uma varia¢do senoidal de

potencial com pequena amplitude (Figura 19). Este método de aplicacdo de potencial




possibilita que o sistema seja perturbado empregando poucos milivolts, de forma a
tornar possivel a investigacdo de fendmenos eletroquimicos proximos ao estado de <o
equilibrio, se E = Eop. Além disto, é possivel perturbar o sistema usando diferentes
valores de freqiiéncia, pois a onda de potencial ¢ senoidal. Na EIE surge uma corrente
de natureza senoidal como resultado da aplicagdo de um potencial senoidal ao sistema.
Mediante um monitoramento das relagdes entre o potencial aplicado e a corrente, sdo

obtidas a impedancia do sistema e o angulo de fase (defasagem da corrente em relacio
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Figura 19: Diagrama da onda de potencial aplicada em fun¢do do tempo para realizagdo das

medidas de EIS a potencial constante.

As medidas s@o realizadas variando-se os valores de altas freqiiéncias para
baixas freqiiéncias. Desta forma, diferentes processos fisicos e quimicos podem ser
separados por suas constantes de tempo. A corrente e o potencial sdo amostrados e
analisados para se obter a impedancia imagindria e real. Apds o experimento, 0s
resultados de impedancia podem ser apresentados em diversas formas. Neste contexto, o
denominado, diagrama de Nyquist que representa graficamente Z”~ (componente
imaginario da impedancia) vs Z’ (componente real da impedancia), como também o
diagrama de Bode, onde ¢ (angulo de fase) e log |Z| vs log o (o - freqiiéncia), sdo os
comumente mais utilizados e se tornam de grande importancia para a interpreta¢do de
dados provenientes da EIS, pois as informagdes obtidas a partir destes graficos sdo
complementares®’

O desenvolvimento de métodos visando o monitoramento direto da interagdo
antigeno-anticorpo ¢é particularmente atrativo. O design do conceito de sonda baseado
na afinidade livre de marcadores € o objetivo de muitas pesquisas atuais nos meios

académicos e industriais, através do estabelecimento de métodos alternativos aos ja




existentes imunoensaios baseados em ELISA. Imunossensores impedimétricos tem
recebido ateng¢do especial por possuirem um nimero de caracteristicas atrativas <egfe
associadas ao uso de transdutores eletroquimicos>*.

De acordo com Prodromidi5234, baseado na natureza do sinal de medida, o

imunossensor de impedancia pode ser classificado em duas categorias principais:

a) Capacitiva, onde a superficie do eletrodo esta completamente coberta por uma
camada dielétrica e todo o eletrodo se comporta como um isolante. Neste tipo de
sensor, nenhuma sonda redox esta presente na solu¢do de medida e a corrente
capacitiva ¢ medida sobre um sinal de voltagem senoidal de baixa amplitude, a
baixa freqiiéncia de excitacdo (tipicamente 10-1000Hz). De acordo com a
discussdo acima, interagcdes Ac-Ag sdo esperadas devido ao decréscimo da

medida de capacitancia.

b) Faraddica ou impedimétrico faraddico, onde a superficie do eletrodo, o qual
estad parcialmente ou completamente coberto por uma camada ndo-isolante, ou
parcialmente coberto por uma camada isolante é capaz de catalisar uma sonda
redox, a qual existe na solu¢do de medida. Neste caso, o pardmetro de medida ¢
a resisténcia a transferéncia de carga e, para as interagdes Ac-Ag, ¢ esperado
aumento no seu valor, uma vez que a reacdo faradaica se torna impedida com o
tempo. De modo geral, imunossensores impedimétricos faradaicos exibem uma
alta sensitividade a interagdes entre Ac-Ag. Entretanto, as espécies redox podem

ter um efeito na estabilidade e na atividade do eletrodo.

Muitos artigos mostram a EIE como uma ferramenta para caracterizar

monocamadas automontadas sobre as superficies. Um capacitor ¢ formado entre o
g2 . Ao . \ A

eletrodo condutor ¢ o eletrélito™®. A impedancia absoluta é relatada a freqiiéncia pela

Equagao 3:

Equacdo 3:

-
- 2nfC

onde /¢ a frequéncia (em Hz) na qual Z” é medida.




O espectro de impedancia inclui uma porcao de semicirculo a altas freqiiéncias,
correspondendo ao processo limitante de transferéncia eletronica e uma porgéo linear a ~efs
baixas freqiiéncias resultando da etapa limitante de difusdo do processo eletroquimico.
O diametro do semicirculo exibe a magnitude da resisténcia a transferéncia eletronica
(Ri) da camada a qual mostra seu comportamento isolante para o par redox. Assim, o
diametro pode ser usado para descrever as propriedades de interface do eletrodo e seu
valor crescente caracteriza exatamente a imobilizagdo para cada etapa™’,

O outro parametro, disponivel em imunossensores impedimétricos € a
capacitancia, onde um decréscimo da capacitancia total, devido ao aumento da distancia
entre as placas ¢ assim esperado sobre a liga¢do do analito ao seu receptor especifico®”.
Em um imunossensor, portanto, a capacitancia total (Cy) € determinada pela
capacitancia do anticorpo imobilizado (Cy.). Quando o antigeno se liga, uma camada
hidrofébica ¢ formada no contato com o anticorpo, com a capacitincia Cag € Cgc

diminuindo, de acordo com a Equagdo 47***%,

Equagdo 4:
1 1 1

— = +
Cdc CAc CA g

Para ajustar o espectro medido com o espectro de impedéncia fora dos elementos

ideais, os elementos ideais foram trocados por elementos de fase constantes (EFC)**%.

Equacao 5:
ZCPE = [(Cl)-oc

O expoente de frequéncia € a = 1 e K=1/C para uma capacitancia ideal; a =0 e
K=R para uma resisténcia ideal e se o = ’2 o resultado ¢ a impedancia de Warburg, a
qual esta associada ao processo de difusdo semi-infinita. O expoente a pode ser obtido
quando a capacitancia da membrana (ou camada de capacitancia) for trocada pelo
elemento de fase constante. Os desvios do expoente a dos valores ideais sdo atribuidos
as homogeneidades da camada analisada, como defeitos e rugosidade®*>. Conforme ja
descrito, os resultados de impedancia sdo normalmente ajustados a circuitos

equivalentes de resistores e capacitores. O circuito mais simples e comumente utilizado



para um sistema redox com transporte difusional conhecido como circuito de Randles ¢
mostrado na Figura 20-A. Este circuito é normalmente usado para interpretar sistemas
eletroquimicos simples. Este circuito equivalente fornece o diagrama do plano
complexo também denominado de diagrama de Nyquist mostrado na Figura 20-B, no

qual fornece percepcdo visual dentro da dindmica do sistema®***%2%,

: b :
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Figura 20: (A) Circuito equivalente de Randles para um sistema eletroquimico simples e (B)

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

Na Figura 20, Ry ¢ a resisténcia a transferéncia de carga, a qual ¢ inversamente
proporcional a taxa de transferéncia eletronica; Cy € a capacitancia da dupla camada
elétrica; R ¢ a resisténcia total da solugdo; e Zw ¢ impedancia de Warburg que descreve
a difusdo linear semi-infinita. Se o analito afeta um ou mais desses parametros do
circuito equivalente e esses parametros nao sdo afetados por espécies interferentes,
entdo o método de impedancia pode ser usado para a deteccdo do analito. Ry surge
primeiramente da resisténcia do eletrdlito e € analiticamente util, principalmente nos
sensores de condutividade. A impedancia de Warburg, a qual pode ser usada para medir
efetivamente os coeficientes de difusdo, ¢ raramente usada para aplicacdes analiticas.
Os elementos do circuito equivalente na Figura 20, que s@o normalmente usados para
detecgdo de analito sdo Ry ¢ Cq4. As medidas de capacitancia normalmente surgem de
uma série de combinacdes de varios elementos tais como ligacdo do analito a uma
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camada sensitiva sobre o eletrodo™".

1.6.3 — Desenvolvimentos recentes em imunossensores
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Viérios tipos de imunossensores, com deteccdo por medidas de EIE, tém sido
desenvolvidos e descritos na literatura. Estes imunossensores sdo baseados nas <efs
mudancgas das propriedades elétricas resultantes da interacdo antigeno/anticorpo sobre a
superficie dos eletrodos.

As técnicas de amplificacdo de impedancia podem ser implementadas através da
deposicdo de materiais isolantes eletricamente tais como precipitados insoluveis ou
complexos biomoleculares sobre a superficie do eletrodo, via rota mediada por analito.

Foi mostrado que a interagdo Ac-Ag poderia ser ampliada pelo uso de complexos de
proteinas-estreptavidina marcadas com biotina em medidas de EIE*****!,

Chen e colaboradores™® desenvolveram um imunossensor impedimétrico
altamente sensitivo usando um novo procedimento de amplificagdo com a aplicacdo de
Ac marcados com ouro coloidal como sonda amplificadora priméria e uma amplificagdo
de multiplos passos, alternando o tratamento do sistema resultante com Ac secundario
marcado com ouro coloidal e Ac marcado com ouro coloidal. O analito, IgG humano foi
detectado através de medidas de impedancia com a interface sensitiva modificada pelo
Ac IgG anti-humano de coelho. Os aumentos de impedancia foram observados
linearmente dependentes da concentracdo de IgG na faixa de 15,3 a 328,3 ng L™ com
um limite de detecgdo de 4,1ng.L™".

Uma etapa critica na construcdo de imunossensores ¢ o bloqueio da superficie
para evitar interagdes ndo-especificas apds a imobilizacdo do Ac. Para esse proposito,
albumina de soro bovina (BSA) tem sido largamente utilizada. Tan e colaboradores ** e
Zhang e colaboradores®™’ observaram que quando BSA ¢é usado sobre os filmes para
bloquear sitios ndo-especificos, o didmetro do semicirculo de altas freqiiéncias aumenta.
Este comportamento pode ser explicado pelo fato de que propriedades nao-condutoras
do BSA obstruiriam a transferéncia eletronica da sonda eletroquimica. Isto confirma a
imobilizacdo de Ac sobre a superficie do eletrodo. Entretanto, os passos de
funcionaliza¢do do imunossensor tém sido analisados por meios de EIE.

Varela e colaboradores®® investigaram os imunossensores condutimétricos e
suas etapas de funcionaliza¢@o foram caracterizadas por métodos de afinidade quimica e
EIE. No estudo, um novo imunossensor condutimétrico para deteccdo de atrazina foi
desenvolvido. Este imunossensor ¢ baseado principalmente em Ac marcados com
nanoparticulas de ouro. Além disso, o imunossensor consiste de um arranjo de dois
micro-eletrodos metalicos interdigitados ndo-passivantes coplanares e imunorreagentes

especificamente desenvolvidos para detectar este pesticida. Deteccdo imunoquimica da




concentracdo de atrazina ¢ alcancada por reacdo competitiva, que ocorre antes da
inclusdo dos Ac marcados. E mostrado que nanoparticulas de ouro fornecem uma
amplificagdo do sinal condutor e torna possivel detectar atrazina por meio de medidas
DC simples. O imunossensor desenvolvido detecta atrazina com limite de detec¢do na
ordemde 0,1 a 1,0 pg L.

No mesmo campo, para determinagio de atrazina, Varela e colaboradores™®
utilizaram um imunossensor impedimétrico. Esse novo método inclui experimentos de
impedancia realizados diretamente sem qualquer sonda redox, medindo a ligacdo
especifica de um Ac ndo marcado com o antigeno coberto. O imunossensor e suas
etapas de funcionalizagdo foram caracterizados por meios de afinidade quimica e EIE.
O imunossensor mostrou um limite de deteccdo de 8,34 a 1,37 ug L', o qual é menor do
que o nivel de residuo maximo (100 pg L™"). Esses autores mostraram que a fabricagdo
do sensor descrito acima ¢ rapida, simples e com baixo custo na produ¢do em massa,
sendo os resultados sensiveis e de facil manuseio. O uso de micro-eletrodos
interdigitados nao-passivantes aumentou a sensibilidade do dispositivo as mudancas na
camada sensivel quimica ao custo de se usar tampao de baixa condutividade ao invés de
tampdes isotdnicos convencionais.

Yang e colaboradores™’ demonstraram o uso de microeletrodos interdigitados
sem marcadores usando EIE, alcangando um LD de 3,45 x 10° CFU mL"' para células
de suspensdo de Salmonela em tampao PBS. CFU ¢ descrito como unidades formadoras
de Colonias. Sorotipos de Salmonelas estdo entre as bactérias mais comuns
responsaveis pela gastroenterite e pode ser classificada como microorganismo potencial
para bioterrorismo. Aproximadamente 200 doencas alimenticias resultam em mais de
5000 mortes por ano reportadas somente nos EUAZ.

236
Ionescu e colaboradores

tétm usado EIE combinado com tecnologia de
imunossensores para a determinacdo de tracos de antibidticos ciprofloxacina
pertencentes a familia fluoroquinolona. Ciprofloxacina, introduzida em 1987, ¢ uma dos
primeiros antibioticos da familia das quinolonas a ser desenvolvido e aprovado para uso
nos humanos. Ciprofloxacina tem um espectro de atividade contra muitas bactérias
patdgenas gram-negativas e gram-positivas, pertencentes especialmente a
Enterobacteriaceae, ¢ é usada primariamente no tratamento de infec¢des urinarias. O
eletrodo sensor foi baseado na imobilizacdo de Ac anti-ciprofloxacina por ligacdo

quimica em um filme de polipirrol-NHS eletrogerado em um substrato de ouro sélido.

O acoplamento de tanto Ac ou da ciprofloxacina no polimero resultou em um aumento




de impedancia. Assim, um aumento de resisténcia total de 1139 para 2391 Q cm’ &
confirma a formagdo de uma camada de Ag homogénea compacta ¢ um bom <
acoplamento das entidades do Ac com ciprofloxacina ancoradas ao polimero. A
imunorreagdo da ciprofloxacina no Ac diretamente inicia um sinal via EIE o qual
permite a deteccdo de concentracdes extremamente baixas de 10 pg mL’ de
ciprofloxacina caracterizada pelo aumento da resisténcia de 96 Q cm’. A
reprodutibilidade dos imunossensores fabricados foi estimada. Assim, o RSD para trés
imunossensores testados usando o método de impedancia foi encontrado com 4,7 %.

Hnaien e colaboradores®* descreveram o desenvolvimento de um sensor
imunologico baseado na funcionalizagdo de eletrodos de ouro permitindo a detec¢do do
antigeno da raiva. A raiva constitui uma dos mais perigosos virus causando muitas
mortes a cada ano. Cada ano, aproximadamente 55.000 pessoas morrem de raiva com
alta percentagem em criancas. Altas porcentagens (99%) dos casos registrados
ocorreram na Asia e Africa. O biossensor é baseado na imobilizacdo de Ac especificos
da raiva sobre microeletrodos funcionalizados de ouro. As medidas de EIE foram
realizadas apds a ativag@o da superficie de ouro com EDC e NHS. Apoés cada etapa, da
constru¢do do biossensor, aquisicdes de dados de EIE em PBS foram realizadas. Os
autores observaram que cada camada depositada na superficie do imunossensor gerava
um aumento na medida de impedéancia. O LD deste sensor foi de 0,5 ug mL"'. Em
ordem a provar a seletividade do sensor, o imunossensor foi exposto a solugdo contendo
o virus antigeno da doenga de Newecastle (interacdo ndo-especifica). Os autores
observaram que ha apenas uma pequena variacdo da impedéancia apds a adi¢do do virus.
Entretanto, uma larga resposta para a impedancia absoluta na presenca do antigeno
especifico e ndo-especifico. A razdo entre ambas as respostas confirma a especificidade
do sensor em 80%.

Radi e colaboradores® reportaram um imunossensor eletroquimico
impedimétrico livre de marcadores para a deteccdo de ochratoxina A (OTA). OTA
pertence a familia de metabdlitos fingicos secundérios produzidos por varias classes de
Penicillium e Aspergillus. Entre elas, OTA estd recebendo muita aten¢do em todo o
mundo devido ao perigo aos seres humanos. A meia-vida no sangue ¢ estimada em 35
dias, apos ingestdo oral. OTA foi detectada em uma variedade de alimentos tais como
cereais, sementes oleosas, feijoes de café, vinho, carne, cacau, pimentas, etc. Os Ac de
OTA foram entdo imobilizados fazendo-se uso da quimica da carbodiimida. As

mudangas nas impedancias, devido a imunointeragdo especifica na superficie do




imunossensor foram utilizadas para detectar OTA. O aumento nos valores de resisténcia
a transferéncia de carga foram linearmente proporcionais a concentracdo de OTA na
faixa de 1 a 20 ng mL™", com um LD de 0,5 ng mL"', baseado em 3x o desvio padrio do
sinal da linha de base. O desvio padrdo relativo variou de 3,7 a 5,5 % para 5 medidas de
repeticdo com OTA.

Wang e colaboradores®®” estudaram um imunossensor de impedancia baseado
em arranjo de microeletrodos interdigitados desenvolvido como uma nova aplicacio
para a detec¢do sensivel, especifica e rapida do virus da influenza aviaria H5NI.
Influenza aviaria (Al) é um problema mundial significante para a saude dos humanos e
animais. Nos ultimos anos, epidemias continuas do patogeno H5N1 e casos de infecg¢des
humanas tém causado preocupagdo de interesse internacional crescente de que o virus
atual se torne capaz de ser transmitido de humanos para humanos, gerando uma
pandemia global. O H5N1, descoberto nos anos 90, ¢ um virus do RNA de fita negativa
em forma de bastdo com um genoma segmentado que pertence ao tipo A na familia
Orthomyxoviridae. O imunossensor impedimétrico poderia detectar o alvo HSN1 a uma
concentracdo maior do que 10° EIDso/mL dentro de duas horas. A resposta da interacio
Ac-Ag mostrou ser dependente da concentracdo e uma faixa linear para a detecg¢@o do
virus foi encontrada como 10° ¢ 10’ EIDs¢/mL e uma equagdo correspondente foi
descrita como: R, = 3,23 LogN — 4,60 (R2 = 0,97) onde R,. foi expressa em ohms e N

(concentragdo do virus) em EIDso/mL.
1.6.4 - Imunossensor para Leishmaniose

A Leishmaniose visceral (LV), também conhecida como calazar e febre negra, ¢
a forma mais severa de leishmaniose. E o segundo maior assassino parasitario no
mundo, depois da maldria, responsavel de uma estimativa de 60.000 que morrem da
doenga cada ano entre milhdes de infec¢des mundiais. O parasita migra para os 6rgios
viscerais como figado, bago e medula 0ssea e, se deixado sem tratamento, quase sempre
resultara na morte do anfitridio mamifero. E uma doenga cronica grave, potencialmente
fatal para o homem, cuja letalidade pode alcangar 10% quando ndo se institui o
tratamento adequado. E causada por espécies do género Leishmania, pertencentes ao
complexo Leishmania donovani. No Brasil, o agente etiologico € a L. chagasi, espécie
semelhante a L. infantum encontrada em alguns paises do Mediterraneo ¢ da Asia**’. A

Figura 21 mostra algumas imagens dos danos causados pelo parasita.
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Figura 21: (A) Vista de perfil de um garoto adolescente, onde se observa esplenomegalia
(aumento volume bago), abdomen distendido e severa perda muscular; (B) garoto de 12 anos,
com esplenomegalia e severa perda muscular; (C) méos ictéricas de um paciente e (D) Aumento
do bago e figado em uma autopsia de uma crianga. Todos os casos sdo decorrentes da

leishmaniose visceral.

Atualmente, a LV é endémica em 62 paises, com um total estimado de 200
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milhdes de pessoas sob risco de adquirirem a infec¢do™"’. Aproximadamente 90% dos

casos ocorrem em 5 paises: India, Bangladesh, Nepal, Suddo e Brasil>*.
A Figura 22, mostra os dados do Ministério da Saude, de casos confirmados e
notificados no Brasil no periodo de 2001 a 2008. Observa-se um crescente aumento no

numero de casos, apesar de campanhas de controle do vetor.

¥ Imagens obtidas através do site: http:/pathmicro.med.sc.edu/parasitology/blood-proto.htm; Acesso

em: 06/08/2009.
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Figura 22: Casos confirmados de Leishmaniose visceral notificados no Sistema de Informagéo

de Agravos de Notificagdo - Sinan'.

No Brasil, a LV cléssica acomete pessoas de todas as idades, mas na maior parte
das 4reas endémicas, 80% dos casos registrados ocorrem em criangas com menos de 10
anos. A principal forma de transmissao do parasita para o0 homem e outros hospedeiros
mamiferos € através da picada de fémeas de dipteros da familia Psychodidae, subfamilia
Phebotominae, conhecidos genericamente por flebotomineos. A Lutzomyia (Lutzomyia)
longipalpis ¢ a principal espécie transmissora da L. chagasi no Brasil. Os hospedeiros
silvestres da L. chagasi até agora conhecidos sdo as raposas € os marsupiais. O fato
destes animais possuirem hdbitos sinantropicos poderia promover a ligagdo entre os
ciclos silvestre e doméstico. No ambiente doméstico, o cdo ¢ considerado um
importante hospedeiro e fonte de infeccdo para os vetores, sendo um dos alvos nas
246

estratégias de controle

estado no periodo de 2007 a 2008.

A Tabela 3, mostra o nimero de casos confirmados por

! Fonte: Ministério da Saude/SVS - Sistema de Informagdo de Agravos de Notificacdo -
Sinan Net, disponivel em: http:/dtr2004.saude.gov.br/sinanweb/index.php Acesso em:

29/07/2009.
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Tabela 3: Casos confirmados de Leishmaniose visceral notificados no Sistema de Informagéo

de Agravos de Notificagdo por estado e ano notificacéo.

UF Notificacio 2007 2008 Total
Rondo6nia 3 0 3
Amazonas 1 4 5
Roraima 2 2 4
Para 370 365 735
Amapa 1 1 2
Tocantins 424 503 927
Maranhao 301 404 705
Piaui 363 475 838
Ceara 550 589 1139
Rio Grande do Norte 71 98 169
Paraiba 25 37 62
Pernambuco 76 92 168
Alagoas 32 26 58
Sergipe 75 40 115
Bahia 233 195 428
Minas Gerais 423 561 984
Espirito Santo 0 3
Rio de Janeiro 3 0 3
Sao Paulo 264 313 577
Parana 3 3 6
Santa Catarina 1 1 2
Mato Grosso do Sul 234 260 494
Mato Grosso 31 59 90
Goias 19 29 48
Distrito Federal 57 65 122
Total 3562 4125 7687

Observa-se que a doenga atinge principalmente as populagdes pobres do pais

como os estados do Para, Tocantins, Maranhdo, Piaui, Ceara, Bahia ¢ Mato Grosso do

Sul. Sdo Paulo e Minas Gerais também tém se destacado nesses dois ultimos anos com

um numero significativo de casos notificados. Segundo informag¢des do SINAN/Net em
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Uberlandia foram notificados 11 casos de LV, no periodo de 2001 a 2008, sendo 5
destes somente no ano de 2008.

Dye & Willians**, baseados em dados de areas endémicas do Brasil, concluiram
que criangas sdo mais susceptiveis a leishmaniose visceral quando sd@o mais jovens e
mais desnutridas, porém permanece desconhecida se a imunidade a leishmaniose
visceral adquirida com a idade ¢ sempre adquirida com resultado de infec¢ao.

Embora existam métodos de diagnéstico e tratamento especificos, grande parte
da populagdo ndo tem acesso a estes procedimentos, elevando os indices de mortalidade.
Segundo Dourado e colaboradores™ em éreas endémicas, afastadas dos grandes
centros, hd caréncia de profissionais para a realizacdo do diagndstico da LV e muitas
vezes sdo aplicados apenas critérios basicos como caracteristicas clinicas e aspectos
epidemioldgicos.

Loureiro e colaboradores™' analisaram, através de revisdo da literatura, os
diferentes exames diagndsticos utilizados nas formas cutdnea, cutdneo mucosa e
cutaneo difusa da leishmaniose, discutindo sua metodologia e indicacdo no curso
evolutivo desta doenga endémica em muitas areas do Brasil.

Segundo Gontijo e Melo®?, diferentes técnicas podem ser utilizadas para o
diagnéstico de leishmaniose visceral humana e canina. Muitos avangos tém ocorrido
nos ultimos anos, mas a despeito do grande numero de testes disponiveis para o
diagnostico da LV, nenhum apresenta 100% de sensibilidade e especificidade.

O diagnostico clinico € complexo, pois a doenca no homem pode apresentar
sinais e sintomas que sdo comuns a outras patologias presentes nas areas onde incide a
LV, como, por exemplo, Doenga de Chagas, Malaria, Esquistossomose, Febre Tifoide e
Tuberculose. Pacientes com LV apresentam febre prolongada, esplenomegalia,
hepatomegalia, leucopenia, anemia, hipergamaglobulinemia, tosse, dor abdominal,
diarréia, perda de peso e caquexia. Por outro lado o diagndstico parasitoldgico consiste
na demonstragdo do parasito pode ser feita em material de biopsia ou pungdo aspirativa
do bago, figado, medula 6ssea ou linfonodos. A especificidade destes métodos ¢é de
100%, mas a sensibilidade ¢ muito variavel, pois a distribuicdo dos parasitas nio &
homogénea no mesmo tecido™”.

Os métodos moleculares implantados a partir da década de 80, propdem varias
técnicas de biologia molecular para a detecg¢do e identificagdo precisa dos parasitas do
género Leishmania, sem necessidade de isolamento do parasita em cultura. Métodos de

hibridizacdo com sondas especificas e técnicas de amplificacdo de acidos nucléicos,
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incluindo a reacdo em cadeia da polimerase transcriptase reversa (RTPCR), para
deteccdo de RNA, e PCR para detecgdo de DNA, estdo disponiveis para identificagdo
do parasita. Schallig e Oskan®>, investigaram varios sistemas baseados em produtos de
PCR para Leishmania. Nos estudos com LV, a PCR tem sido utilizada com varias
finalidades além do diagnostico, tais como o monitoramento do tratamento e estudos
epidemioldgicos.

No diagndstico imunoloégico, diferentes técnicas sorologicas tém sido utilizadas
no diagndstico da LV humana e canina. Os testes diferem em sua sensibilidade e
especificidade, na sua aplicag@o pratica nas condi¢des de campo e na disponibilidade de
reagentes. Os testes tém limitagdes, podem permanecer positivos durante longo tempo
ap6s o tratamento, ndo permitindo avaliagdo do efeito da terapia e podendo ocorrer
reacdes cruzadas com outras doengas®>. Atualmente sdo usados os testes de aglutinagdo
direta (DAT), reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI), e ensaio imunoenzimatico
(ELISA), que utilizam antigenos brutos e sdo limitados em termos de especificidade e
reprodutibilidade®®***.

No Brasil, os testes mais utilizados no diagnostico de LV humana e canina sio a
RIFT e ELISA, sendo considerados, sobretudo este ultimo, testes de escolha para
inquéritos populacionais. A RIFI apresenta baixa especificidade, exige na sua execucao
pessoal treinado, ¢ uma reacdo dispendiosa e ndo estd adaptada para estudos
epidemiologicos em larga escala Uma das principais limitacdes da técnica ¢ a
ocorréncia de reagdes cruzadas com leishmaniose tegumentar, doenca de Chagas,
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malaria, esquistossomose e tuberculose pulmonar

. Isto dificulta a interpretacdo dos
dados epidemiologicos, pois no Brasil ocorre superposicdo da LV, sobretudo com
leishmaniose tegumentar e doenga de Chagas. O teste de ELISA ¢ o mais utilizado para
imunodiagnostico de leishmaniose visceral. E um teste rapido, de facil execugdo e
leitura, sendo um pouco mais sensivel e um pouco menos especifico que a RIFI. O teste
¢ sensivel, permitindo a detec¢do de baixos titulos de anticorpos, mas € pouco preciso
na detecgio de casos subclinicos ou assintomaticos®’. Os antigenos utilizados nos testes
diagnosticos sdo quase sempre derivados de promastigotas de cultura, parasitas intactos
ou moléculas soluveis. Estes antigenos apresentam reagdes cruzadas com outras
espécies da familia Trypanosomatidae, e mesmo com microrganismos
filogeneticamente distantes®*. Portanto, no diagndstico sorolégico da LV & necessario
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considerar o diagndstico diferencial com outras doencas™“. Devido a isto, para a

pesquisa de novos antigenos deve ser dada énfase a componentes de antigénicos
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purificados que possam ser utilizados como ferramenta para obtencdo de um
diagnostico especifico, assegurando maior sensibilidade e especificidade aos testes.

Um antigeno recombinante bem estudado e ja testado no Brasil ¢ o rK39,
especifico para as espécies do complexo L. donovani. Este antigeno, quando empregado
no ELISA, mostrou 100% de especificidade e 98% de sensibilidade***. Uma importante
caracteristica deste antigeno ¢ que ele pode ser empregado em pacientes co-infectados
com HIV, nos quais os niveis de anticorpos contra rK39 declinam rapidamente com o
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sucesso do tratamento

. Um teste imunocromatografico simples e rapido, baseado na
reagdo do soro ou sangue do paciente, foi desenvolvido utilizando-se o rK39 fixado em
papel (Teste Rapido Anticorpo Leishmania donovani - TRALd)**®. O TRALd pode
apresentar reagdo cruzada com malaria, febre tiféide e tuberculose. No Brasil, quando
aplicado em cées de area endémica, a sensibilidade foi de 92% e a especificidade de
99,5%>.

No Brasil, a importancia da leishmaniose visceral reside ndo somente na sua alta
incidéncia e ampla distribui¢do, mas também na possibilidade de assumir formas graves
e letais quando associada ao quadro de ma nutricdo e infec¢des concomitantes. Os
métodos disponiveis para o diagndstico e tratamento ndo apresentam a eficacia e
aplicabilidade desejadas, embora avangos promissores tenham sido alcancados com as
pesquisas de novos testes diagndsticos e drogas terapéuticas™*.

Burns e colaboradores™’, relataram a clonagem e expressdo do antigeno rK39,
demonstrando sua efetividade para a LV. O rK39 contém 39 amino acidos que € parte
de uma proteina de 230 kDa em tecidos amastigotas da L. chagasi. Esta proteina tem
peso molecular de 32,7 kDa e pl 4,40 apresentando 6,5 repeticdes™’: A seqiiéncia dos

39 amino 4cidos que se repetem ao longo da proteina rk39, pode ser expressa como™:

Leu Glu GIn GIn Leu Arg Asp Ser Glu Glu Arg Ala Ala
Glu Leu Ala Ser Gln Leu Glu Ala Thr Ala Ala Ala Lys

Met Ser Ala Glu Gln Asp Arg Glu Asn Thr Arg Ala Thr

™ Disponivel  em: http://patft.uspto.gov/netacgi/nph-Parser?Sect1=PTO2&Sect2=HIT
OFF &p1&u=%2Fnetahtml%2FPTO%2Fsearchbool.html&r=6&f=G&1=50&co1=AND&d=PT
XTé&sl =rK39&0S=rK39& RS=rK39; Acesso em 02/08/2009.
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2 - OBJETIVOS E JUSTIFICATIVAS

2.1 — Objetivo geral e justificativas

O objetivo geral do trabalho ¢ investigar e caracterizar a eletropolimerizagdo de
um polimero, ainda ndo reportado na literatura, derivado do acido 4-hidroxibenzdico
(4-HBA). O 4-HBA ¢ um material eletroquimicamente ativo que apresenta em sua
estrutura quimica dois grupos funcionais, uma hidroxila (-OH) e uma carboxila
(-COOH). A utilizacdo deste mondémero se deve ao fato deste possuir os grupos
funcionais que podem interagir com as biomoléculas, formando ligagdes com estas,
garantindo assim maior estabilidade na construgdo de biossensores e diminuindo efeitos
como os de lixiviagdo. E bem conhecido que as propriedades fisicas e quimicas do
polimero dependem fortemente das condi¢des de sintese, tais como técnicas
eletroquimicas, solvente e pH. Desta forma foi investigada a sintese e caracterizacdo
eletroquimica do poli(4-HBA) bem como a extracdo do polimero e caracterizagdo por
técnicas como: calorimetria exploratéria diferencial (DSC), andlise termogravimétrica
(TG), fluorescéncia, infravermelho (FTIR), para contribuir para a compreensdo do
mecanismo de polimeriza¢do bem como para visualizar possiveis aplicagdes para este
novo material.

As plataformas de poli(4-HBA) foram avaliadas na construgdo de genossensores
e imunossensores. Para o0s genossensores avaliou-se a imobilizagdo de
oligonucleotideos contendo 16 pares de base, poliGA (guanosina e adenosina
monofosfato) e posterior deteccdo com o alvo complementar poliCT (citosina e timidina
monofosfato). A detec¢do dos eventos de hibridizagdo foi realizada utilizando-se BE ¢
AM como intercaladores. No caso dos imunossensores, investigou-se a imobilizagdo do
antigeno rK39, sobre as plataformas funcionalizadas. O reconhecimento do anticorpo
especifico pra leishmaniose visceral foi conduzido por medidas de espectroscopia de

impedancia eletroquimica.
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2.2 — Objetivos especificos
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Eletropolimerizar o acido 4-hidroxibenzdico sobre eletrodos de grafite;
Caracterizar eletroquimicamente o poli(4-HBA) pela técnica de voltametria
ciclica;

Avaliar a estabilidade eletroquimica do poli(4-HBA);

Caracterizar a morfologia dos eletrodos de grafites modificados;
Eletropolimerizar o 4-HBA em func¢do do pH do meio reacional;

Caracterizar por voltametria ciclica, espectroscopia de impedéncia eletroquimica
e microbalanca eletroquimica de cristal de quartzo o poli(4-HBA)
eletropolimerizado em diferentes valores de pH;

Extrair o poli(4-HBA) para anélises estruturais, fotoquimicas e opticas;
Caracterizar as propriedades térmicas do polimero gerado por calorimetria
diferencial exploratdria e analise termogravimétrica;

Caracterizar as propriedades de fluorescéncia e UV-Vis do poli(4-HBA);
Reconhecer os grupos funcionais presentes no polimero por analises de FTIR;
Propor o mecanismo da reagdo de eletropolimerizacio;

Avaliar as plataformas de poli(4-HBA) na imobilizacdo de biomoléculas;
Avaliar a construgdo do genossensor com detecgdo direta de oligonucleotideos
imobilizados sobre os filmes poliméricos de poli(4-HBA)

Avaliar a resposta do genossensor utilizando-se intercaladores eletroativos como
0 AM e BE, para detec¢do dos eventos de hibridizag¢do dos oligonucleotideos;
Avaliar a construcdo do imunossensor impedimétrico para Leishmaniose
visceral pela imobilizacdo do antigeno rK39, e posterior reconhecimento do

anticorpo IgG.
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3 - PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

3.1 — Materiais e Solucdes

Todas as solugdes utilizadas no procedimento de eletropolimerizagdo bem como
as de andlise de caracterizagio foram preparadas imediatamente antes de cada
procedimento, e deaeradas com N, por cerca de 40 minutos, antes do uso.

Todos os reagentes quimicos utilizados neste trabalho foram de grau analitico,
sendo utilizados sem procedimentos de purificacdo. Para preparo das solugdes aquosas,
foi utilizada agua ultra purificada em sistema Millipore Milli-Q, com resistividade > 18
MQ cm.

O procedimento de preparo para cada solugdo utilizada no contexto deste

trabalho € descrito abaixo:

£ Solucio de Acido Perclérico (0,50 mol dm™): pipetou-se 43,20 cm’ de HCIO,
concentrado (Merck, 98%) e o volume foi transferido para um baldo volumétrico

de 1,0 dm’ sendo completado com 4gua deionizada.

+ Solucdo de ferro/ferricianeto de potissio (5,00 mmol dm™;contendo 0,10 mol
dm? de KCl): pesou-se 0,1646 g de K;Fe(CN)s (Reagen, 99%) ; 0,2112 g de
K4Fe(CN)s.3H,0 (Vetec, 99%) e 0,7456 g de KCl (Vetec, 99%). As massas
foram transferidas para um baldo volumétrico de 100,0 cm’ e o volume

completado com agua deionizada.

+ Solucdo de ferro/ferricianeto de potdssio (5,00 mmol dm;contendo 1,00 mol
dm™ de KCl): pesou-se 0,1646 g de K;Fe(CN)s (Reagen, 99%) ; 0,2112 g de
K4Fe(CN)s.3H,0 (Vetec, 99%) e 7,4560 g de KCl (Vetec, 99%). As massas

foram transferidas para um baldo volumétrico de 100,0 cm’ e o volume

completado com dgua deionizada.

+ Solucdo de cloreto de hexaaminrruténio(Il) (5,00 mmol dm'3;contend0 0,10
mol dm? de KCI): pesou-se 0,0343 g de [Ru(NHj3)6]Cl, (Aldrich, 99,9%) e
0,1864 g de KCI (Vetec, 99%). As massas foram transferidas para um baldo de

25,0 cm’ e o volume completado com 4gua deionizada.
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& Solucio de 4-HBA (2,50 mmol dm™): pesou-se 0,0345 g de 4-HBA (Acros T 9!
Organics, 99%), transferiu-se para um baldo de 100,0 cm’ e o volume foi

ajustado com solucdo aquosa de HC1O4 0,50 mol dm™.

* Solucio de NaOH (0,10 mol dm™): pesou-se 0,4000 g de NaOH (Vetec, 99%),
transferiu-se a massa para um baldo volumétrico de 100,0 cm’, sendo 0 volume

completado com dgua deionizada.

% Solucio Tampio Fosfato (0,10 mol dm™; PH 7,40): foram pesadas 4,3500 g de
Na,HPO4 (Vetec, 99%) e 2,3200 g de NaH,PO4 (Vetec, 99%). As massas foram
transferidas para um baldo volumétrico de 500,0 cm’ e o volume ajustado com
agua deionizada. Antes de completar o volume desejado, o pH da solugdo foi

ajustado para 7,40 com solu¢do de NaOH 0,10 mol dm™ .

* Solucio Tampio TBS (50 mmol dm?de Tris-HCI; PH 7,50, contendo 150
mmol dm’ de NaCl): pesou-se 3,9410 g de Tris-HCI (Ultra pure, 99%) e 4,3830
g de NaCl (Vetec, 99%). As massas foram transferidas para um baldo

volumétrico de 500,0 cm’, antes de completar o volume, o pH foi ajustado para

o valor de 7,50 com solu¢do de NaOH 0,10 mol dm”.

% Solucdo poliGA (0,063 mmol dm™): os oligonucleotideos sintéticos de poliGA
foram obtidos como p¢ liofilizados da Invitrogen, contendo a seguinte seqiiéncia
com 16 pares de base: 5’'-GGGGGGGGAAAAAAAA-3’. De acordo como
nimero de mols rotulado no frasco, o volume foi ajustado com agua deionizada

até a concentragdo desejada. Esta solucdo foi denominada como sonda.

% Solucdo poliCT (0,183 mmol dm™): os oligonucleotideos sintéticos de poliCT
foram obtidos como p¢ liofilizados da Invitrogen, contendo a seguinte seqiiéncia
com 16 pares de base: 5’-CCCCCCCCTTTTTTTT-3". De acordo como numero
de mols rotulado no frasco, o volume foi ajustado com agua deionizada até a
concentracdo desejada. Esta solugdo foi denominada como alvo, sendo sua

concentragdo 3x maior que a sonda.



+ Solucio de AM (5,00 x 107 mol dm>, contendo 20 mmol dm> de NaCl):
pesou-se 0,0016 g de CisH sN3CIS (Vetec, 98-103%); 0,0117 g de NaCl (Vetec, \&
99%). As massas foram transferidas para um baldo volumétrico de 10,0 cm’ ¢ o

volume completado com agua deionizada.

*+ Solucdo de BE (5,00 x 1 0 mol dm>, contendo 20 mmol dm™ de NaCl): pesou-
se 0,0020 g de C,;H,0BrN; (Vetee, 97%); 0,0117 g de NaCl (Vetec, 99%). As
massas foram transferidas para um baldo volumétrico de 10,0 cm’ e o volume

completado com dgua deionizada.

* Solucdo de BSA (0,5 %): pesou-se 0,0500 g de albumina de soro bovino - BSA
(Gold Lab), transferiu-se para um baldo volumétrico de 10,0 cm’, sendo o

volume ajustado com agua deionizada.

£ Solucio de rK39 (6,67 ng uL™): as amostras do antigeno rK39 foi preparada a
partir de diluigdes da solugdo estoque fornecidas pelo INGEB-UFU. Desta
forma, da amostra dosada como 2,00 pg uL™!, pipetou-se 0,5 uL e completou-se

com solu¢do tampao TBS para o volume final de 150 pL.

& Solucdo de IgG+ (66,7 ng uL™) : as amostras do anticorpo IgG+ (Visceral) foi
preparada a partir da dilui¢do da solugdo estoque fornecidas pelo INGEB-UFU,
contendo 11,8 pg uL™". Assim, pipetou-se 0,5 pL do anticorpo positivo para LV,

e completou-se com solucao tampao TBS para o volume final de 150 pL.

% Solucdo de IgG- (66,7 ng uL™) : as amostras do anticorpo IgG- (contraprova)
foi preparada a partir da dilui¢do da solug@o estoque fornecidas pelo INGEB-
UFU, contendo 6,87 pg pL™. Assim, pipetou-se 1,5 pL do anticorpo negativo
para LV, e completou-se com solug@o tampao TBS para o volume final de 150

pL.




3.2 — Procedimento Experimental

3.2.1 — Preparacdo e construcdo dos eletrodos de trabalho

Os eletrodos de grafite foram preparados conforme procedimento apresentado na
Figura 23. Barras de grafite (100 x 0,6 mm) foram obtidas da Alfa Aesar (99,9999%).
Na etapa I, utilizando-se uma micro-retifica, as barras foram cortadas em tamanhos
menores, para constru¢do dos eletrodos. Neste processo, a espessura do grafite obtida

foide + 1-2 mm.

Etapa
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Figura 23: Procedimento de preparagio dos eletrodos de grafite.

Posteriormente, o grafite foi colado sobre uma base de teflon, contendo no
interior latdo, neste processo cola de prata foi utilizada, para diminuir a resisténcia entre
o grafite e o latdo (Etapa II). Na etapa III, apos o tempo de cura da cola de prata,
estimado em cerca de 24 h, os espagos vazios entre a base ¢ o teflon foi preenchido com
cola Araldite® 24 h. Apdés o periodo de 24 h, estes eletrodos foram lixados
primeiramente em lixa d’agua 200 e em seguida 1200 (Marca 3M), para remocdo do

excesso de Araldite® e polimento da superficie do eletrodo. Assim, o polimento final

\pm,
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foi realizado com suspensdo aquosa de alumina 0.30 pm (Micropolish A, Buehler)
sobre feltro (Etapa IV), entdo o eletrodo foi limpo em dgua com ultrassom por 10 min., \&
e enxaguado com 4dgua destilada em abundancia e seco com N, ultra puro. Finalmente
estes eletrodos de grafite sdo conectados ao suporte de base para utilizacdo, conforme
mostrado na etapa V. Ap0s a utilizacdo dos eletrodos para as medidas, os mesmos eram
desmontados da base de teflon, e o processo de preparo dos mesmo era reiniciado,

conforme a etapa VI.
3.2.2 — Condicionamento e sele¢cdo dos eletrodos

Antes do procedimento de eletropolimerizagdo, os eletrodos foram
condicionados eletroquimicamente. Neste procedimento os EG foram ciclados
sucessivamente com 3 ciclos de potencial na faixa de +0,00 a +1,40 V em solugdo de
HCl1O4. Posteriormente, os eletrodos foram lavados com 4gua deionizada, secos sob
fluxo de N, e analisados em solugdo de K4Fe(CN)¢/K3Fe(CN)g, cobrindo a faixa de
potencial de —0,20 a +0,80 V. Os VC foram registrados para posterior analise.

Eletrodos de Ag/AgCl, KCI (3,00 mol dm™) e placa de platina (4rea 1,0 cm?)
foram utilizados como eletrodos de referéncia e auxiliar, respectivamente para todas as
analises realizadas neste trabalho. Os potenciostatos utilizados foram CH Instruments

modelo 760C, € EcoChemie modelo 302N com modulo FRA2.
3.2.3 — Eletropolimerizacdo do 4-HBA

Para eletropolimerizagdo do 4-HBA foi utilizada célula eletroquimica de trés
compartimentos, com volume total de trabalho em cerca 25 mL (Figura 24-A). O
eletrodo de trabalho utilizado foi um disco de grafite, com area geométrica nominal de
aproximadamente 29,7 mm®.

A eletropolimerizagdo utilizando-se VC como técnica eletroquimica. Foram
realizados 100 ciclos de potencial com velocidade de varredura de 50 mV s™', na faixa
de potencial de +0,00 a +1,40 V em solug@o aquosa contendo do 4-HBA.

Nas investigacdes da eletropolimeriza¢do em func¢do do pH, utilizou-se 0 mesmo
procedimento, contudo as solugdes de 4-HBA foram ajustadas para os respectivos pH
de andlise com solucdo de NaOH. Os valores de pH selecionados foram pH 0,50; 7,03 e

12,13. Para cada pH estudado a faixa de potencial investigada foi alterada sendo: +0,00




a +1,40 V (pH 0,50); -0,40 a +1,20 V (pH 7,03) e -0,40 a +0,90 V (pH 12,13). Foram
mantidos constantes a velocidade de varredura ¢ o numero de ciclos. Todos os \&

experimentos foram realizados a temperatura ambiente (25 = 1°C).
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Figura 24: Materiais utilizados nos estudos com poli(4-HBA): (A) célula eletroquimica, (B)

eletrodo de cristal de quartzo, (C) eletrodos cilindricos de grafite.

Apo6s eletropolimerizacdo, os eletrodos contendo os filmes poliméricos de
poli(4-HBA) foram lavados com &4gua em abundancia, e secos sob fluxo de Na.
Posterior a este procedimento os eletrodos foram mergulhados em solug¢do contendo
somente HCIO4 na auséncia do mondmero, e 10 ciclos de potencial foram realizados na
mesma faixa de eletropolimerizacdo para remog¢ao do “mondémero residual’.

Analises do comportamento eletroquimico do eletrodo de grafite modificado
com poli(4-HBA), foram conduzidas em solucdo de K4Fe(CN)s/K3Fe(CN)g, na faixa de
potencial de —0,20 a +0,80 V e em solu¢do de HCIO4 na faixa de +0,20 a +0,90 V.
Quando avaliado o comportamento do EG/4-HBA eletropolimerizado em valores de pH
7,03 e 12,13, a solu¢do de HCIO4 foi ajustada para o respectivo pH, utilizando-se
NaOH, e as faixas de varredura foram de -0,40 a +0,50 V (pH 7,03) e +0,00 a +0,40 V
(pH 12,13).

3.2.4 — Transporte ionico

Os EG/4-HBA foram caracterizados por voltametria ciclica em funcdo da
velocidade de varredura cobrindo o intervalo de 5 a 300 mV s™. Neste procedimento os
VC foram obtidos em solu¢do aquosa HCIO4 na auséncia de mondmero. Os processos
eletroquimicos do poli(4-HBA) foram caracterizados pelos valores de Iy, em funcdo da

raiz quadrada da velocidade de varredura.




3.2.5 — Propriedades de troca ionica

As propriedades de troca de i6nica para os eletrodos EG e EG/4-HBA foram
investigadas pelo estudo da reacdo de transferéncia eletronica nas superficies
modificadas  utilizando-se = dois  diferentes  pares redox  denominados
ferrocianeto/ferricianeto de potassio (sonda redox negativa) e cloreto de
hexaaminrruténio (III) (sonda redox positiva). Medidas por voltametria ciclica foram
conduzidas em K4[Fe(CN)s]/K;[Fe(CN)g] na faixa de potencial de -0,20 a +0,80 V e de
Ru(NH3)¢Cl, na faixa de potencial de -0,40 a +0,15V. Estudos também foram
conduzidos somente em solu¢do do eletrélito suporte (solugdo aquosa de KCI), na
mesma regido de potencial utilizada na investigagao dos pares redox, afim de verificar a
contribui¢do da eletroatividade dos filmes de poliméricos no processo de transferéncia

eletronica dos pares redox utilizados.

3.2.6 — Medidas de Espectroscopia de Impedaincia Eletroquimica

Os espectros de impedancia eletroquimica dos eletrodos de grafite modificados
com poli(4-HBA) nos diferentes pHs de eletropolimerizagdo foram obtidos em solucdo
aquosa de K4[Fe(CN)s]/Ks[Fe(CN)g]. .A solucdo de andlise foi deaerada com nitrogénio
ultra puro por cerca de 40 min, e os eletrodos modificados permaneceram em contato
com a solugdo por cerca de 15 minutos. O intervalo de freqiiéncia investigado foi de 10°
a 107 Hz. A amplitude de excitagio senoidal foi de 10 mV (p/p) sendo potencial
aplicado de +0,30V. O ajuste dos resultados experimentais, a um circuito equivalente

apropriado foi realizado com software provido pelo equipamento.

3.2.7 — Medidas de Microbalanga Eletroquimica de Cristal de Quartzo

Para as medidas de freqiiéncia ressonante do cristal de quartzo, foi utilizado
potenciostato da CH Instruments Modelo 420A. Neste caso, o eletrodo de trabalho ¢
um cristal de quartzo, com corte AT de 8 MHz com depdsitos de filmes de ouro em
ambos os lados do cristal que tem 0,25 cm de didmetro (Figura 24-B). Um eletrodo de
fio de platina foi utilizado como eletrodo auxiliar e fio de Ag/AgCl, KCl (3,00 mol
dm™) como eletrodo de referéncia. Antes da eletropolimerizacdo, o eletrodo de trabalho

foi lavado com éter de petroleo, acetona e dgua deionizada e seco com Ny.
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Foi realizado um polimento eletroquimico, para limpeza e homogeneiza¢do da
superficie do eletrodo de ouro, com ciclos de potencial entre -0,25 V a +1,25 V em \&
solucdo de H,SO4 0,20 mol dm'3, As medidas de freqiiéncia em fun¢do do potencial
foram registradas concomitantemente com os voltamogramas ciclicos. Os experimentos
foram realizados em velocidade de varredura de 50 mV s™', com 10 ciclos de potencial
para cada experimento. Investigacdes sobre a eletropolimerizagdo foram conduzidas em
fun¢do do pH, nos valores de 0,80, 7,04 ¢ 12,13. A equagdo de Sauerbrey260 foi utilizada
para calcular as mudangas de massa no cristal de quartzo através das medidas de

mudanca de freqiiéncia, utilizando-se a seguinte relacdo:

—2f¢Am
Af = ———
AVpp

onde, A ¢ a area do disco de ouro (A = 0,205 cm?), p é a densidade do cristal de quartzo
(p = 2,648 g.cm™), p ¢ 0 modulo cisalhamento do cristal (n = 2,947 x10'"' g cm™ s, f,
¢ a freqiiéncia fundamental do cristal (fy mostra ser entre 7.995 MHz e 7.950 MHz). Os
valores de f para cada experimento foram: 7,982 MHz para pH 0,80, 7,982 MHz para
pH 7,04 e 7,980 MHz para pH 12,04.

3.2.8 — Medidas de estabilidade eletroquimica

As anélises de estabilidade eletroquimica foram realizadas em solugdo aquosa de
acido perclorico, utilizando-se os EG/4-HBA eletropolimerizados nos diferentes valores
de pH, por meio de sucessivos ciclos de potencial na regido de atividade eletroquimica
dos filmes obtidos, ou seja, +0,20 a +0,90 V (pH 0,50); -0,40 a +0,50 V (pH 7,03) ¢
+0,00 a +0,40 V (pH 12,13). Foram realizados 100 ciclos e as velocidades de varredura
investigadas foram de 10, 20, 50 e 100 mV st

3.2.9 — Microscopia de for¢ca atomica
A Morfologia dos filmes foi investigada utilizando-se microscopia de forga

atomica (MFA), em instrumento da Nanoscope Illa, Digital Instruments. A rugosidade

dos filmes foi estimada pelo software provido pelo equipamento.



3.2.10 — Medidas de UV-Vis

Os espectros de absor¢do na regido do UV-Vis foram obtidos usando
espectrofotometro da Shimadzu modelo UV-1650PC. As medidas foram realizadas em
cubeta de quartzo com caminho Optico de 1 cm. Acetonitrila (Vetec, UV/HPLC
espectroscopico 99,8%), e solugdes de HCIO4, tampao fosfato e NaOH foram utilizadas

como solventes para as amostras analisadas.

3.2.11 — Extracdo do poli(4-HBA)

O procedimento para eletrogeracdo do poli(4-HBA) em quantidade suficiente
para que se pudesse realizar andlises quimicas foi andlogo ao descrito no item 3.2.3.
Contudo neste procedimento, a eletropolimerizagdo foi conduzida utilizando-se o
mondmero em concentracdo de 25,0 mmol dm'3, em meio de acido perclorico 2,50 mol
dm™. Foram utilizados 200 ciclos de potencial, cobrindo-se o intervalo de potencial de
+0,00 a +1,30 V, com velocidade de varredura de 50 mV s sobre eletrodos de cilindro
de grafite (30 x 0,6 mm), com 4rea geométrica de aproximadamente 6,21 cm? (Figura
24-C). Eletrodos cilindricos de grafite ¢ Ag/AgCl, KCl (3,00 mol dm™) foram
utilizados como auxiliar e referéncia, respectivamente. Apds eletropolimerizagdo os
eletrodos foram lavados em dgua deionizada e secos em fluxo de N ultra puro.

Apos este procedimento os eletrodos de trabalho foram imersos em acetonitrila
(Vetec, UV/HPLC Espectroscopico 99,8 %) e levados a ultrassom por cerca de 2 h.
Apds este periodo esta solugdo foi tratada com sulfato de sédio anidro (Vetec, 99,0%)
para remoc¢ao de agua. A solugdo foi filtrada em algoddo e a extragdo do poli(4-HBA)
foi conduzida a partir da solugdo resultante por rotoevaporacdo do solvente a vacuo e
temperatura controlada de 35 °C. O material solido coletado foi entdo utilizado para as
analises de caracterizacdo, sendo este mantido protegido da luz e umidade em

dessecador a vacuo durante o periodo de utilizagdo do material para as andlises.
3.2.12—- FTIR
Espectros de FTIR foram obtidos para o mondmero € o polimero extraido em

pastilhas de KBr, em faixa de comprimento de onda de 500 a 4500 cm™, utilizando-se

20 ciclos e resolugdo de 2 ou 4 cm™, conforme necessidade. O equipamento utilizado foi
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o IR Prestige-21 da Shimadzu. Espetros de FTIR também foram registrados apds
tratamento do poli(4-HBA) sobre aquecimento em mufla, por 15 minutos, em atmosfera \&

inerte de nitrogénio, a temperaturas de 150, 300, 450 ¢ 600 °C.
3.213-DSCe TG

Foram obtidas medidas para informag¢des das transi¢des de fase por calorimetria
diferencial exploratdria para 0 mondmero e polimero extraido, usando-se equipamento
da Rheometric Scientific DSC-SP sobre fluxo de nitrogénio de 20 cm’ min” com
velocidade de aquecimento de 20 °C min™ de 25 a 400 °C.

A estabilidade térmica foi obtida por meio de analise termogravimétrica (TG),

. . A . 3 .- .
conduzida sobre atmosfera de nitrogénio (70 cm” min™), com taxa de aquecimento de

10 °C min™ de 25 a 800 °C em equipamento SDT da TA Instruments.
3.2.14 — Analises de Fluorescéncia

Os respectivos espectros fluorescéncia para o mondmero e poli(4-HBA) extraido
foram registrados em concentragio do mondémero de 0,010 g L™ ¢ do poli(4-HBA) em
0,40 g L', em meio de HCIO,4 (pH 0,30) ¢ NaOH (pH 13,7).

Investigagdes foram conduzidas variando-se a polaridade dos solventes para
ambas as amostras. Neste caso, utilizou-se dgua, etanol, acetonitrila, dimetilssulfoxido e
dimetilformamida. Todas os espectros de fluorescéncia foram realizadas a temperatura

ambiente utilizando-se Fluorimetro Hitachi F-4500.
3.2.15— Microscopias opticas

Imagens de Microscopia Optica foram obtidas em Microscépico da Olympus
modelo BX41M. As amostras foram submetidas a ampliagdes variadas, sendo as
imagens processadas e analisadas pelo software do equipamento.

3.2.16 — Procedimento de construgdo do genossensor

Os eletrodos de EG/4-HBA, antes do procedimento de imobilizacdo das

biomoléculas foram colocados em contato com a solu¢do tampdo fosfato por cerca de



30 min. Este procedimento garante maior estabilizacdo da linha base para as medidas,
devido a estabilizacdo do filme polimérico neste meio. Registros da linha base foram \&
obtidos até estabilizacdo da mesma, utilizando-se VPD, VC ou VL foram utilizados
cerca de 15 voltamogramas. Apds o procedimento, o eletrodo foi retirado da solugédo
tampao e seco imediatamente com fluxo de N ultra puro.

A imobilizacdo da sonda foi realizada por adsor¢cdo da solucdo de poliGA
diretamente sobre esta superficie. Utilizou-se cerca de 18 pL da solugdo de poliGA,
sendo este volume suficiente para cobrir a area do eletrodo de trabalho. O eletrodo foi
mantido em ambiente controlado a 42 °C até evaporacdo desta solugdo, cerca de 20 min.
Apos este periodo o eletrodo foi lavado em solugdo tampdo por 6 s, sob agitacdo
constante, para remocao de adsor¢des nao especificas e seco com N, ultra puro.

O procedimento de hibridizagdo foi realizado com este eletrodo contendo a
sonda. Neste caso, o mesmo procedimento foi realizado, contudo a solugdo alvo (18 pL
de poliCT) foi adicionada sobre a superficie mantendo-se o eletrodo a 42 °C por 15 min.
Novamente realizou-se lavagem em tampao fosfato por 6 s, e posterior secagem com
Na.

Medidas de deteccdo direta da oxidacdo das bases guanina e adenina, foram
realizadas em tampdo fosfato na faixa de +0,60 a +1,30 V, utilizando-se voltametria
linear de varredura.

Quando utilizado os intercaladores AM e BE, cerca de 18 puL de cada um destes
foi colocado em contato com a superficie dos eletrodos ssDNA/EG/4-HBA e
dsDNA/EG/4-HBA por 5 min, sendo entdo lavados em tampao fosfato por 6 s, e secos
com N,;. A deteccdo indireta do evento de hibridizagdo foi entdo conduzida pela
eletroatividade do intercalador. Para o AM utilizou-se a redu¢do da faixa de potencial de
+0,30 a -0,70 V e para o BE a oxidagdo na faixa de potencial de +0,30 a +0,90 V. Os
parametros de VPD utilizados para ambos os intercaladores foram: amplitude: 25 mV;

periodo do pulso: 0,20 s; velocidade de varredura: 20 mV s,

3.2.17 — Procedimento de construgdo do imunossensor

As amostras do antigeno rK39, especifico para Leishmaniose Visceral em
concentracdo de 2,0 pg pL” foram fornecidas pelo Prof. Dr. Luiz Ricardo Goulart
Filho, coordenador do Laboratorio de Genética Molecular do Instituto de Genética e

Bioquimica da Universidade Federal de Uberlandia.




As amostras dos anticorpos foram obtidas de soros de pacientes diagnosticados
positivamente para Leishmaniose Visceral cedidos pelo Laboratério de Biologia \&
Molecular da Universidade Federal de Uberlandia, onde foram caracterizados. A
doutoranda, Juliana Franco Almeida, responsdvel pela purificagdo dos anticorpos,

utilizou o seguinte procedimento de purificagdo que esta descrito no item 3.2.17.1.
3.2.17.1 — Purificagdo dos anticorpos

A purificagcdo de imunoglobulinas foi realizada por imunocromatografia a partir
de um pool destes soros, utilizando coluna de proteina A sepharose. A coluna foi
equilibrada com 10 volumes de tampao fosfato (0,10 mol dm™, pH 8,00). As amostras
de soro diluidas (v/v) foram acrescentadas a resina e incubadas por 30 minutos a
temperatura ambiente. Apds a incubacdo, a coluna foi lavada com tampao fosfato, sendo
a absorbancia a 280 nm monitorada em espectrofotometro (Ultrospec 1100 pro —
Amersham Biosciences) até igualar-se a zero. Cada amostra foi eluida com tampao
glicina (0,10 mol dm™ pH 2,70), sendo coletada fra¢des de 1,00 mL que foram também
monitoradas por leitura espectrofotométrica. As fracdes com maiores leituras foram
reunidas e o pH neutralizado com NaOH 0,10 mol dm™. Assim, foram transferidas para
membrana de dialise, concentradas em agucar comercial (1 h, 4°C) e em seguida
dialisadas em 3,00 L de tampao fosfato durante toda a noite em camara fria a 4°C.

A quantidade de anticorpos obtida foi estimada pelo método de deteccdo e

quantificacdo de proteinas descrito por Johnstone e Thorpe®', onde:

AbsorbénCiazgonm

C = =
amostra " Coeficiente de extingd0,g0,m X 10 mg dm=3

onde; o coeficiente e extingdo é 13,6 para IgG.

A visualizagdo das amostras foi realizada por SDS PAGE 16%.
3.2.17.2 — Imobilizacdo e deteccdo das biomoléculas
A estabilizacdo dos eletrodos na solucdo de medida foi realizada com o mesmo

procedimento utilizado na imobilizagdo dos oligonucleotideos. Porém, nos ensaios de

imobilizacdo e deteccdo do imunossensor foi utilizado tampao TBS e ndo fosfato.




Depois de registrados os VPD da estabilizacdo da linha base dos EG/4-HBA, o
antigeno foi imobilizado sobre a superficie funcionalizada. Para este procedimento, 18 o~
pnL da solugdo de rK39, foi colocada sobre a superficie do eletrodo, e o mesmo foi
mantido a 42 °C, até evaporac¢do do solvente. Posteriormente o eletrodo foi lavado em
tampdo TBS por 6 s, € seco com Np.

Contudo, antes da imobiliza¢do dos anticorpos, a superficie contendo a sonda
rK39, foi imersa em solu¢do BSA, por 20 min a 42 °C. Este procedimento, garante o
bloqueio da superficie do eletrodo contra adsor¢des inespecificas. Apos o periodo o
eletro foi lavado também em solucdo de tampdo TBS por 6 s, e seco com No.

Posteriormente, realizou-se imobilizacdo dos anticorpos positivo (IgG+) e
negativo (IgG-, contra prova) para a leishmaniose visceral. Cerca de 18 uL de cada
anticorpo foi adicionada sobre a superficie do eletrodo contendo rK39/BSA, por um
periodo de 20 minutos a 42 °C, para promover a reacdo de formac¢do do complexo
antigeno-anticorpo. Os imunossensores foram lavados por 6 s, em tampao TBS e seco
com N ultra puro.

Medidas de EIE foram utilizadas para deteccdo da superficie contendo o Ag e
Ag-Ac. O procedimento foi similar as medidas de EIE para o EG/4-HBA, mas neste
caso variou-se apenas o potencial aplicado, o qual foi definido em +0,25 V e a excitagdo
senoidal em 5 mV. Os espectros de EIE foram obtidos imediatamente apds contato com
a solucdo de ferrocianeto/ferricianeto. Outro parametro avaliado nas medidas de EIE
com o imunossensor foi a concentracdo do eletrolito suporte que foi aumentada em 10x,
mantendo-se os parametros constantes.

Todos os experimentos de deteccdo das biomoléculas, exceto as medidas de
impedancia, foram realizados em célula eletroquimica de um compartimento, com

capacidade total de 1,0 cm’.
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3.3 — Fluxograma do procedimento experimental
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4 - RESULTADOS E DISCUSSOES

Estudos sobre a eletropolimerizacdo do 4-HBA foram realizados objetivando a
constru¢do de plataformas funcionalizadas para incorporagdo de biomoléculas a serem
utilizadas e aplicadas na construgdo de sensores bioldgicos. A modificagdo
eletroquimica de eletrodos com filmes poliméricos tem sido muito utilizada para
proteger a superficie contra impurezas, interferentes, e fornecer biocompatibilidade com
as amostras e analitos de interesse. Assim, estudos como: estabilidade, eficiéncia no
transporte de corrente, quantidade e eletroatividade do material eletrogerado, dentre
outros parimetros foram avaliados. E importante ressaltar que nenhuma literatura foi
encontrada para esse composto até o presente momento, com este objetivo bem como a

aplicagdo/eletropolimeriza¢do do acido 4-hidroxibenzdico.

4.1 — Eletropolimerizacao, atividade e estabilidade eletroquimica dos filmes

poliméricos derivados do acido 4-hidroxibenzoico

4.1.1 — Preparacdo e condicionamento dos eletrodos

Antes do procedimento de eletropolimerizacdo, os eletrodos de grafite foram
selecionados e condicionados para o uso. Os perfis dos voltamogramas ciclicos padrio
para os eletrodos a serem utilizados sdo mostrados na Figura 25.

Os parametros de interesse obtidos em um VC sdo a relagdo das correntes de
pico (Ipa/Iyc) € a separagdo dos potenciais de pico (Ep, — Epc). Para uma onda nernstiana”,
com um produto estdvel, a relacdo I/l = 1 independente da velocidade de
varredura®®,

No parametro referido como seleg¢do, os eletrodos de grafite foram avaliados
utilizando-se solu¢do aquosa do par redox K4Fe(CN)¢/Ks;Fe(CN)s 5,0 mmol dm™
contendo KCI 0,10 mol dm™ como eletrélito suporte. A escolha deste par redox se deve

ao fato do mesmo apresentar comportamento eletroquimico muito bem conhecido e

. . ~ rooos 202
definido, sendo considerado portanto como um padrio eletroquimico®.

" Seguem a Equag¢do de Nernst (E = E° — 0,0592/n log[oxi]/[red]; sendo » = numero elétrons
envolvidos), para reagdes reversiveis concentragdes das espécies oxidadas (oxi) e reduzida (red)

sdo funcdo do potencial, possuindo portanto um comportamento nerstiano.
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Para uma reagdo reversivel, os picos de corrente catdodica e anddica sdo
aproximadamente iguais em valores absolutos, mas com sinais opostos. Desde modo I~
para uma reagdo reversivel, a diferenga entre os potenciais de pico AE, ¢ descrita de

acordo com a Equacdo 6:

Equacao 6:
59mV

AE, = |Epa _Ep0| I

onde » é o numero de elétrons envolvidos na semi-reagao.

A irreversibilidade causada por cinéticas lentas de transferéncia de elétrons
resulta em valores de AE, que excedem os valores previstos, ou seja maiores que 60
mV/n. Contudo na pratica, valores de AE de até 100 mV sdo considerados para reagdes
reversiveis.

Para uma reacdo reversivel, ou seja, uma reagdo que ocorre com velocidade
suficientemente alta para estabelecer um equilibrio dindmico de trasnferéncia de massa
na interface, a etapa de transferéncia de massa ira governar a velocidade global do
processo. A corrente do pico (em amperes) neste caso, ¢ dada pela equagdo de Randles-

1262
Sevcik

, (Equagdo 7):
Equacao 7:
I, = 2,686 x10°n%2ACDY* /2
2
onde: n é o nimero de elétrons envolvidos no processo, 4 € a area do eletrodo (cm ), D
é o coeficiente de difusdo (cm” s') e C é a concentragio da espécie em solucdo

(mol dm™) e v ¢ a velocidade de varredura (V s™).

De acordo com a Equagdo 7, para as reagdes reversiveis a corrente de pico deve
variar linearmente com a raiz quadrada da velocidade de varredura.

Uma vez que, todos os pardmetros sdo constantes (concentragdo do par redox e
concentracdo do eletrdlito suporte), uma selecdo dos eletrodos através da relagdo das
correntes de pico (anodica e catddica) bem como o AE, pode ser diretamente

relacionada a area eletroquimica efetiva dos eletrodos de grafite.
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Figura 25: VC do eletrodo de grafite em: (A) solugdo 5,00 mmol dm™ K,Fe(CN)y/ K5Fe(CN)g
contendo 0,10 mol dm™ KCl e (B) solu¢ao HCIO, 0,50 mol dm’3, va =100 mV s' e vz = 50

mVs'.

A Figura 25-A, mostra o comportamento eletroquimico tipico do par redox
ferrocianeto/ferricianeto de potassio sobre os eletrodos de grafite. Observa-se um AE de

70 mV e uma relagdo de [,./I,. de 1,08, satisfazendo as condi¢des do processo
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reversivel. O perfil adequado para os eletrodos a serem utilizados, foi definido como
uma variagdo maxima de 10% destes dois parametros.

Com relagdo ao pardmetro de condicionamento, os eletrodos foram submetidos a
sucessivos ciclos de varredura de potencial (cerca de 3 ciclos) na regidao de +0,00 a
+1,40 V, em solucdo de acido perclérico 0,50 mol dm™. Isto garante uma limpeza
eletroquimica da superficie do eletrodo para melhor utilizagdo no processo de
eletropolimeriza¢do. O perfil desejado é mostrado na Figura 25-B, onde valores de
corrente inferiores a 50 pA sdo obtidos na faixa de +0,00 a +1,10 V, e valores maximos

de corrente em 500 pA para os potenciais acima de 1,10 V.
4.1.2 — Eletropolimerizagdo do dcido 4-hidroxibenzoico

Posteriormente apo6s selecdo dos eletrodos adequados para utilizagdo foi
realizado uma investigagdo da regido de atividade eletroquimica do 4-HBA. Desta
forma, investigagdes preliminares sobre o comportamento eletroquimico do acido 4-
hidroxibenzdico (4-HBA) foram realizadas sobre eletrodos de grafite utilizando-se
acido perclérico como eletrélito suporte. A Figura 26 mostra o VC referente ao primeiro

ciclo de varredura do 4-HBA.
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Figura 26: Voltamograma ciclico em solugdo 2,50 mmol dm” de 4-HBA sobre eletrodo de

grafite. Eletrélito suporte: HC10, 0,50 mol dm™; v=50 mV s™.
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Pode-se observar em cerca de +1,13 V a onda de oxidacdo eletroquimica do 4-
HBA. Dois processos catodicos sdo observados em potencial de retorno, um em +0,67 I~
V e outro em +0,44 V os quais podem ser atribuidos a redu¢do do material adsorvido na
superficie do eletrodo. Isto ¢ afirmado devido ao crescimento das correntes de pico de
tais processos com sucessivos ciclos de varredura de potencial, conforme sera discutido
posteriormente.

Para a obtencdo do poli(4-HBA) VC consecutivos seriam realizados por
sucessivos ciclos de potencial, na faixa de potencial utilizada pelo VC da Figura 26.
Deste modo, para garantir que todo processo eletroquimico observado fosse resultante
da eletropolimerizagdo do 4-HBA, um procedimento de varredura de potencial nesta
regido foi realizado para o eletrodo de grafite somente em contato com o eletrolito
suporte, ou seja, na auséncia do mondmero. A Figura 27, mostra o comportamento
eletroquimico do eletrodo de grafite através de 100 ciclos de varredura de potencial em

solucdo 0,50 mol dm™ de 4cido perclérico.
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Figura 27: VC consecutivos do eletrodo de grafite em solugdo de 0,50 mol dm™ de acido

perclérico. Nimero de ciclos = 100; v =50 mV s™.

A Figura 27 mostra uma baixa atividade eletroquimica quando se submete o
eletrodo de grafite a ciclos consecutivos de potencial, na faixa de +0,00 a +1,40 V,
somente no eletrdlito de eletropolimerizagdo. Observa-se apenas um pequeno aumento

da corrente capacitiva, sendo que as correntes residuais ficaram em torno de 50 pA.




Apos avaliacdo dos pardmetros descritos acima, investigagdes preliminares sobre
a eletropolimerizagdo do mondmero em concentragdo de 2,50 mmol dm™ foram ~
realizadas utilizando-se 100 ciclos de potencial na faixa de +0,00 a +1,40 V contendo
solucdo 0,50 mol dm™ de acido perclérico como eletrdlito suporte. A velocidade de
varredura foi definida em 50 mV s” sendo este parimetro ndo investigado e sim
atribuido em acordo com trabalhos j4  desenvolvidos pelo  grupo
LAFIP/NANOTEC''®!!7127:132,

A Figura 28 mostra os VC referentes aos sucessivos ciclos de potencial do 4-
HBA. Pode-ser observar a oxidacdo do mondmero em cerca de +1.15 V conforme ja
descrito na Figura 26, que se refere a formacdo do cation-radical, sendo evidente que a
medida que se aumenta o namero de ciclos de potencial ha um decréscimo nos valores
de /;,. Isto implica no consumo de monémero proximo a superficie do eletrodo, para a

formagdo e deposi¢cdo do material resultante da eletropolimerizagdo do 4-HBA.
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Figura 28: VC consecutivos do eletrodo de grafite em solugio de 2,50 mmol dm™ de 4-HBA.
Eletrélito suporte: 0,50 mol dm™ HC104; Ntimero de ciclos = 100; v =50 mV s™.

A Figura 28 mostra que no primeiro ciclo de potencial ja se observa o
aparecimento de duas ondas de redugdo localizadas em +0,45 e +0,68 V, potencial
referente ao 100° ciclo. A medida que se realiza os sucessivos ciclos de potencial os
respectivos processos de oxidagdo correspondentes, aparecem em +0,51 e +0,68 V. O

valor de AE e a relacdo de /ya/Ic, no 100 ciclo de varredura, para o primeiro par redox ¢



determinado como AE| = 60 mV e Iya,1/I,c1 = 1,07 e para o segundo par redox AE, = 35
mV e Ipa,2/1p0,2 = 1,5.

Os dois processos redox satisfazem a condi¢@o de reagdes reversiveis, € mostram
aumento nos valores de corrente com os sucessivos ciclos de potencial. Isto indica a

formacao/adsor¢do de um material eletroativo sobre o eletrodo de grafite.

4.1.3 — Comportamento eletroquimico dos filmes de poli(4-HBA)

Apds o procedimento de eletropolimerizacdo os eletrodos de grafite modificados
com filmes poliméricos de poli(4-HBA) — EG-4HBA, foram submetidos a ciclos de
potencial, na mesma faixa de eletropolimerizagdo da Figura 28. Este procedimento visa
a remog¢do do monodmero residual que podem ter sido “aprisionados” durante a
eletropolimerizagdo. A Figura 29 mostra 10 ciclos de varredura de potencial obtidos
para o eletrodo modificado com poli(4-HBA) somente em solugdo do eletrélito suporte.
Os VC foram obtidos apds o EG/4-HBA ter sido retirado da solugdo monomérica,

lavado e seco com N, ultra puro.
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Figura 29: VC do eletrodo do EG/4-HBA apds eletropolimerizagdo, somente em solugéo 0,50
mol dm™ HCIO,. Numero de ciclos = 10; v=50mV s™".

Observa-se que ha no primeiro ciclo de potencial uma forte intensidade de I,
em +1,15 V, que praticamente desaparece apos o segundo ciclo de varredura de

potencial, ficando evidente o processo de oxidagdo referente ao mondmero. Este
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mondmero residual que pode ser sido adsorvido durante a eletropolimerizagdo. As
intensidades de corrente relacionadas aos processos de atividade eletroquimica do filme
se tornam praticamente constante apds a segunda varredura. Este procedimento de
“limpeza de monomero residual” ¢ um fator importante para se eliminar possiveis
interferéncias de atividades eletroquimicas relacionadas a este processo em analises
subseqiientes. A modificacdo do eletrodo de grafite ¢ confirmada quando se comprara
os perfis eletroquimicos do EG e EG/4-HBA. A Figura 30 mostra a regido de atividade
eletroquimica do eletrodo modificado com poli(4-HBA) comparado ao do eletrodo nao-

modificado.
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Figura 30: VC obtidos apos eletropolimeriza¢io, somente em solugio 0,50 mol dm™ de 4cido
percldrico, na auséncia do mondmero, para os eletrodos de grafite: (---) ndo-modificado e (—)

modificados com poli(4-HBA). v =100 mV s™.

Pode-se observar nitidamente que ha modificagdo na superficie do eletrodo de
grafite apos o procedimento de eletropolimeriza¢do. Os valores de correntes para os
dois processos eletroquimicos sdo comparaveis aos VC da Figura 28, o que implica que
o material eletropolimerizado fica imobilizado sobre a superficie do eletrodo.

Segundo Benyoucef e colaboradores®®, em seu estudo na eletropolimerizagdo do
acido 4-aminobenzo6ico, mondmero similar ao 4-HBA, o aparecimento destes dois pares
redox assemelham-se com as caracteristicas apresentadas pela polianilina®**, sendo

atribuidos a formacgao de pdlarons e bipolarons no esqueleto polimérico.




4.1.4 — Transporte Ionico

Os filmes de poli(4-HBA) eletropolimerizados sobre eletrodos de grafite foram
caracterizados por voltametria ciclica em funcdo da velocidade de varredura entre 5 e
300 mV s em solu¢do aquosa 0,50 mol dm™ de HClO, ausente de mondmero. Os

correspondentes VC sdo mostrados na Figura 31, juntamente com as relagdes de I,
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1600
1200]
800 |
400!

Corrente /pA

400F —
-800
-1200

-1600 . | . | . | . | . | . | . ]
02 03 04 05 06 07 08 0.9

Potencial / V

300mv &

vi2 /vyt

Figura 31: (A) VC obtidos para o EG/4-HBA em fung¢do da velocidade de varredura. (B)

dependéncia das correntes de pico em func¢do da raiz quadrada da velocidade de varredura.

Eletrolito suporte: HC10, 0,50 mol dm’.
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A Figura 31-A, mostra que com o aumento da velocidade de varredura ¢ Q€
observado aumento nos valores de corrente para ambos os pares redox, sugerindo que a
atividade eletroquimica do polimero € controle pelo transporte difusional. Isto evidencia
a presen¢a de uma camada eletroativa imobilizada no eletrodo.

Na Figura 31-B ¢ observado a relagdo observada entre Ip, € Ip. com a raiz
quadrada da velocidade de varredura indicando a tendéncia de um processo
eletroquimico controlado por difusdo. Também ¢ observada pela Figura 31-A, uma
resisténcia elevada do sistema em fun¢do do aumento da velocidade de varredura.

De acordo com Laviron e colaboradores’® outro pardmetro que pode ser
utilizado para identificar se o processo € controlado por difusdo € o grafico do logaritmo
da corrente de pico versus logaritmo da velocidade de varredura, onde para uma reagio
ideal controlada por difusdo os valores de slope sd3o obervados em 0,50. Os valores
encontrados para o EG/4-HBA foram de 0,74 e 0,87 para /a1 € Ipa2, Tespectivamente.
Considerando-se que o processo de difusdo é referente a um material eletroativo

adsorvido na superficie do eletrodo, o desvio do valor tedrico é esperado.

4.1.5 — Influéncia dos pares redox Fe(C]\’)62'/Fe(C]\’)63' e Ru(NH3)62+ no

comportamento eletroquimico do poli(4-HBA)

Quando uma substancia eletroativa ¢ adsorvida na superficie de um eletrodo, o
comportamento deste sistema ¢ afetado. A capacidade no bloqueio de eletrodos
modificados no processo de transferéncia eletronica tem sido usualmente avaliada no
estudo das reacdes redox utilizando-se complexos de ferrocianeto/ferricianeto de
potéssio e cloreto de hexaaminruténio como sondas redox de investiga¢ao®®*>72,

Neste sentido, para investigar as propriedades cinéticas de transporte de troca
ionica dos filmes poliméricos de poli(4-HBA), voltamogramas ciclicos foram
registrados em solucdo aquosas contendo duas sondas redox denominadas como
ferrocianeto/ferricianeto de potéassio (sonda anidnica) e cloreto de hexaaminruténio(II)
(sonda catidnica). A natureza das interagdes do poli(4-HBA) com as sondas redox,
fornece importantes informagdes sobre a propria estrutura do material polimérico. Isto é

devido as interagdes eletrostaticas que podem existir entre a sonda redox e o polimero,

permitindo predizer um conhecimento prévio das propriedades elétricas e estruturais do



poli(4-HBA). Posteriormente no item 4.2.4, as propriedades elétricas serdo melhor

avaliadas por EIE. o' o)
A voltametria ciclica ¢ uma importante técnica para investigar as propriedades

de bloqueio do filme de poli(4-HBA) utilizando a difusdo dos pares redox como sonda.

A Figura 32-A mostra os VC dos eletrodos de grafite e grafite modificado com poli(4-

HBA) em solucdo 0,50 mmol dm™ ferrocianeto/ferricianeto de potéssio contendo 0,10

mol dm™ de KCI como eletrélito suporte em velocidade de varredura de 100 mV s™.
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Figura 32: VC obtidos para medidas das propriedades de troca anionica dos eletrodos: (a) EG e
(b) EG/4-HBA em solucio aquosa de: (A) 5,00 mmol dm™ de K Fe(CN)y/K;Fe(CN); contendo
KCl1 0,10 mol dm™ e (B) 0,10 mol dm™ de KCI. v=100 mV s™.




Como pode ser observado na Figura 32A-a, o eletrodo de grafite mostra um
comportamento reversivel (AE = 71 mV) para o par redox, indicando que a reacdo de QO
transferéncia eletronica é completamente controlada por difusdo, conforme ja discutido
no item 4.1.1. Em contraste ao eletrodo nido-modificado, para o eletrodo de grafite
contendo poli(4-HBA) ¢ observado um AE = 327 mV, indicando que a reacdo do par
redox anidnico ¢ inibida. Conforme pode ser visualizado na Figura 32A-b hd um
comportamento de bloqueio imperfeito, ou seja, ndo hd um bloqueio total na
transferéncia eletronica do par redox ferrocianeto/ferricianeto de potassio.

Para se garantir, que este efeito observado estivesse relacionado somente ao par
redox, VC foram obtidos somente em solugdo do eletrdlito suporte, uma vez que ja fora
observado eletroatividade do material depositado (Figura 30). A Figura 32-B, mostra os
VC para os eletrodos de grafite ndo-modificado e modificado com poli(4-HBA)
somente em solucdo aquosa de 0,10 mol dm™ de KCI, na auséncia do par redox. E
claramente observado na Figura 32B-b que o filme polimérico apresenta eletroatividade
na solucdo do eletrolito suporte, apresentado um pico de oxida¢do em +0,40 V e outro
de reducdo em +0,12V, (AE = 288 mV), definindo-se como um processo quase-
reversivel. Para o eletrodo de grafite Figura 32B-a, nenhuma atividade eletroquimica ¢
observada. Esta eletroatividade do poli(4-HBA) em solucdo do eletrolito suporte &
exatamente na mesma regido do par redox ferrocianeto/ferricianeto de potassio. Desta
forma, na Figura 32A-b, tem-se uma contribui¢do da eletroquimica do polimero com a
do par redox. Considerando-se este efeito, tem-se que ca. de 28% de contribuicdo nos
valores de corrente anddica e catddica apresentado na Figura 32A-b € resultante
somente da atividade eletroquimica do filme polimérico no eletrélito suporte. Isto
permite dizer que quando se compara os VC na Figura 32A para os eletrodos de grafite
ndo-modificado e modificado h4d uma queda real de 30% nos valores de corrente para a
oxi-redugdo do ferrocianto/ferricianeto de potassio.

Oliveira e colaboradores®” realizando o mesmo estudo com filmes poliméricos
derivados do 4cido 4-hidroxifenilacético (4-HFA)°, um mondmero similar ao 4-HBA, ¢
também estudado pelo grupo LAFIP/NANOTEC, demonstra que o efeito da sonda
redox anionica é completamente inibido para o poli(4-HFA). Neste caso, ndo ¢é

observado nenhum pico no VC, o que indica a auséncia de qualquer processo redox.

HO~@~CH2—COOH




Isto indica que eletrodos modificados com poli(4-HFA) inibem totalmente a reagdo do
par redox anidnico. Estudos como mesmo mondmero utilizando-se outro par redox Q€
catidnico mostraram efeito adverso, sugerindo que o poli(4-HFA) apresenta um
esqueleto polimérico anidnio, repulsando eletrostaticamente o ferrocianeto/ferricianeto
de potassio e inibindo seu processo redox.

Os filmes de poli(4-HBA) foram também submetidos a ciclos sucessivos de
varredura de potencial em solugdo aquosa de KC1 0,10 mol dm™ e os VC obtido apés
estabilizacdo nesta solugdo sdo mostrados na Figura 33.

O eletrodo modificado foi entdo ciclado no mesmo eletrdlito na presenca de 5,00
mmol dm™ de Ru(NH;)sCl, (Figura 33A). Em comparagio, o mesmo procedimento foi
realizado utilizando-se EG em solu¢do aquosa de 0,10 mol dm™ de KClI e 5,00 mmol
dm™ de Ru(NH;)Cl, contendo o eletrdlito suporte.

O processo redox, o qual aparece na Figura 33A-a em ca. -0,11 V, corresponde a

23* com conseqiiente reducdo do par Ru(NHsz)s® " em -0,19

oxidag@o do par Ru(NHs)g
V, sobre EG, onde tem-se um AE = 85 mV. Pode-se notar que para o eletrodo de grafite
modificado com poli(4-HBA) o potencial de oxidagdo do Ru(NH3)62+/ g
significantemente menor em ca. -0,13 V, e o de reducdo em -0,19 V, com AE = 63 mV.
Isto sugere que a transferéncia eletronica € facilitada sobre os eletrodos modificados, no
qual se obteve um decréscimo no valor do AE =20 mV.

Para os eletrodos EG ¢ EG/4-HBA analisados somente em solu¢do do eletrolito
suporte (Figura 33B), ndo foi observado nenhum pico de oxi-redu¢do, o que garante que
nenhuma atividade eletroquimica do filme contribui para os VC obtidos na Figura 33A.

Desde modo, no caso do eletrodo modificado com poli(4-HBA), pode-se

. a . a 2+/3+
concluir que a transferéncia eletrénica do Ru(NHs)g”"”

¢ facilitada pelo polimero,
ocorrendo na superficie do filme polimérico e ndo na superficie do eletrodo de grafite
apos a difusdo das espécies. Isto sugere que os filmes de poli(4-HBA) apresentam uma
caracteristica anionica, atraindo eletrostaticamente os ions catidénicos da sonda redox.
Este fato é melhor compreendido, quando se analisa os VC da Figura 34, a qual
mostra o comportamento eletroquimico do eletrodo de poli(4-HBA) com sucessivos
ciclos de varredura de potencial apds a imersdo deste eletrodo em solugdo da sonda

redox catidnica.
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Figura 33: VC obtidos para medidas das propriedades de troca cationica dos eletrodos: (a) EG e
(b) EG/4-HBA em solugio aquosa de: (A) 5,00 mmol dm™ de Ru(NH;)sCl, contendo KC1 0,10
mol dm” e (B) 0,10 mol dm™ de KCL. v=50 mV s™".

Pode-se observar na Figura 34 que a incorporagdo do Ru(NHs)s*" é relativamente
rapida tendo-se em vista que as ondas de oxidagdo/redugdo atingem valor maximo de
corrente apds 0 9° ciclo de varredura de potencial. Isto pode ser explicado pela atragdo
das interagdes eletrostaticas entre a espécies entre a sonda carregada positivamente € o

comportamento anidnico dos filmes de poli(4-HBA).
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Figura 34: VC consecutivos para o EG/4-HBA em solu¢do aquosa de Ru(NH;)sCl, 5,00
mmol dm™ contendo KC1 0,10 mol dm™. Sendo: (-—-) EG. v=50 mV s™.

Este tipo de interacdo eletrostatica promove o transporte do complexo de ruténio
para a superficie do eletrodo resultando, portanto, conforme observado num aumento da
corrente de pico. Isto pode ser enfatizado quando se compara o comportamento do
poli(4-HBA) com o par redox ferrocianeto/ferricianeto de potassio, o qual resulta num
comportamento inverso.

Na literatura sdo descritos estudos semelhantes como os de Sonmez e
colaboradores®’, que demonstraram as propriedades de troca catidnica em solugdo de
cloreto de hexaaminruténio(Ill) com o uso de um polieletrélito sulfonado como
dopante. Os autores observaram um aumento nas correntes de pico para os eletrodos
modificados com os filmes poliméricos quando comparado aos eletrodos ndo-
modificados.

Ganesh e colaboradores’” utilizando-se monocamadas alto montadas de tiol®
estudaram o efeito do tamanho da cadeia alquilica e verificaram a influencia no
bloqueio frente a duas sondas de pares redox denominados ferrocianeto/ferricianeto de
potéassio e cloreto de hexaaminruténio(Ill). Foi observado que para ambos os pares
redox ha um bloqueio no processo de transferéncia eletronica, contudo quando exposto

ao par redox de ferrocianeto/ferricianeto de potassio este efeito € mais pronunciado.

PR-S-H
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De acordo com Matyszewska e Bilewicz’’® em seus estudos sobre a influéncia
do 4cido perfluoroctanossulfonico’ no modelo de membranas fosfolipidicas, sobre
eletrodos de ouro, utilizando-se sondas cationicas e anidnicas de pares redox. E
observado um aumento de corrente de pico quando o eletrodo foi investigado em
solucdo da sonda catidnica. Ao contrario, quando avaliado em solug¢do aquosa contendo
a sonda negativa, os autores observaram uma inibi¢do no processo de transferéncia
eletronica do par redox, dada pelas interagdes eletrostaticas entre o eletrodo modificado

e as sondas redox.

4.2 — Investigacio e caracterizacio dos filmes de poli(4-HBA) em func¢io do pH

As alteragdes na composi¢do das estruturas quimicas que ocorrem em fun¢do do
pH, podem ser visualizadas pelo grafico da concentragdo relativa de equilibrio, a, em
funcdo do pH da solugdo. Assim a eletropolimerizagdo do 4-HBA em diferentes valores
de pH foi estudada para avaliar a eficiéncia em se obter filmes poliméricos, a fim de
serem aplicados na constru¢ado de biossensores.

A modificagdo eletroquimica de eletrodos com filmes poliméricos tem sido
muito utilizada para proteger a superficie contra impurezas, interferentes, e fornecer
biocompatibilidade com as amostras e analitos de interesse. Assim investigagdes como
estabilidade, eficiéncia no transporte de corrente, quantidade e eletroatividade do
material eletrogerado foram realizadas.

A estrutura molecular do acido 4-hidroxibenzoico apresenta um anel aromatico
ligado a uma carboxila e uma hidroxila, as quais podem sofrer processos de
protonagdo/desprotonacdo devido as variacdes de pH do meio, conforme pode ser

observado na Figura 35.
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Figura 35: Estruturas do 4-HBA e suas respectivas formas dissociadas>’"*"®.

Os valores de a s3o uteis na visualizacdo das variagdes de concentragdo de
diversas espécies que ocorrem com a variagdo do pH do meio. Por exemplo, se
considerarmos que C; seja a concentracdo molar das espécies contendo o 4-HBA, ao
longo de uma titulacdo, o valor de alfa, para a espécie 4-HBA (Figura 35), ¢ definido de

acordo com a Equagéo 8:

Equacao 8:

[4 — HBA]
O4—HBA = —C
t

onde C, = [4-HBA] + [4-HBA] + [4-HBA?]

Para se obter as expressdes, de o, para cada espécie, presentes no equilibrio do
L . . - . N
acido 4-hidroxibenzoico, os valores sdo expressos em termos da [H ], K,; € K. Desta
forma, os valores de alfa para cada espécie sdo calculados de forma similar ao descrito

anteriormente, tendo-se, portanto as relagdes apresentadas na Equagao 9.

=)
> o)



Equacio 9:

_ [H30%]?
O4-HBA = [H30%]2 + K,1[H30%] + K1 K,;»

o - Kal[H30+]
AHBA [H30%]% + K,1[H30%] + Ko1Ky

o , = KalKaZ
A-HBA [H30+]2 + Kal[H30+] + KalKaZ

A Figura 36A mostra o grafico de distribui¢do para o mondmero, em func¢io do
pH, utilizando-se as relagdes descritas anteriormente, obtidas pelo software CurTiPot'.
As trés curvas na Figura 36A apresentam os valores alfa para cada espécie do acido 4-
hidroxibenzdico em fung¢ao do pH.

Nota-se que no inicio, at¢ pH 3,00, o valor de alfa estd préoximo de 1,
significando que 97% das espécies que contém o acido 4-hidroxibenzoico estdo
presentes na forma 4-HBA e apenas 3,00% encontram-se como 4-HBA'. Entre pH 6,00
e 8,00 a espécie 4-HBA™ apresenta-se como 97%, tendo-se apenas 3,00% para cada uma
das formas 4-HBA e 4-HBA®. Em valores de pH superiores a 11,00 a espécie 4-HBA™
apresenta-se em 98%, tendo-se apenas 2,00% da forma 4-HBA'. Em valores de pH
iguais a 4,58 ¢ 9,23, tem-se um equilibrio molar das espécies o4.ypa € Ola-HBA € Ola-HBA- €
Ol4-HBA2-, Tespectivamente. Nestes pHs os valores a sdo iguais a 0,50 e determinam os
valores de pK, do 4cido 4-hidroxibenzdico

As curvas solidas na Figura 36B descrevem o mesmo valor de alfa, mas agora
representando por grafico em fun¢do do volume de hidréxido de sédio a medida que se
varia o pH da solug@o contendo o mondmero. A curva de titulagdo também ¢é mostrada.
por meio da linha tracejada na Figura 36B. A anélise dessas curvas da uma idéia clara

de todas as alteragdes de concentracdes que ocorrem em fung¢do da variacdo do pH.

" CurTiPot versdo 3.4.1, disponivel em: http://www2.iq.usp.br /docente/gutz/Curtipot.html Acesso
em 01/07/2009.
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Figura 36: Distribui¢do das espécies de 4-HBA: em funcdo: (A) pH e (B) e curvas de
distribuicdo de espécies ao longo da titulagio em funcdo do pH e do volume de base

adicionado®.

No primeiro ponto de equivaléncia (pH 4,58), as espécies 4-HBA e 4-HBA™
apresentam valores de alfa em 0,43 e 0,57 respectivamente. Isto indica, que ambas as

espécies coexistem no meio. Neste valor de pH as curvas se cruzam e o pH = pK,j, 0

* Curvas simuladas e obtidas pelo software CurTiPot versio 3.4.1, disponivel em: http://www2.iq.usp.br

/docente/gutz/Curtipot.html Acesso em 01/07/2009.
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que confere a solu¢do o carater de solugdo tampdo. Apds o primeiro ponto de
equivaléncia, 4-HBA™ diminui e 4-HBA® aumenta. No segundo ponto de equivaléncia N\
(pH 9,23), as espécies 4-HBA™ e 4-HBA® apresentam valores de alfa de 0,27 e 0,73.
Acima deste valor de pH praticamente todo 4-HBA existe na forma de 4-HBA?".

4.2.1 — Comportamento eletroquimico do 4-HBA: Efeito do pH

De forma geral podemos resumir, a fins de facilitar a discuss@o ao longo do
trabalho, as estruturas da Figura 35, denominadas 4-HBA, 4-HBA e 4-HBA* pelos seus
processos de protonagdo/desprotonacdo com os respectivos valores de pK, nas formas

apresentadas pelas estruturas quimicas na Figura 37.

OH OH 0
PK, pK>»
4,58 9,23
C C C
o” “oH o’ “o e}
D (ID) (I1I)

Figura 37: Equilibrios 4cido/base do 4-HBA*"7*"®,

Para investigar a influéncia do pH na eletropolimerizacdo do 4-HBA, foram
selecionado trés valores de pH, sendo: 0,50; 7,03 e 12,13. Em cada valor de pH
selecionado, segundo a Figura 36A, ha uma predominancia estimada em cerca de 99%
de cada estrutura I, II e III, respectivamente.

Nota-se que em valores de pH 0,50, o mondmero se apresenta na forma da
estrutura [ (o = 1,00). Em pH igual a 7,03 ocorre a desprotonagdo do grupo carboxila
para o grupo carboxilato, originando a estrutura II (a0 = 0,99). Em pH mais basico,
acima do segundo pK, (9,23), ambos os grupos —OH e —COOH estardo em sua forma
desprotonada, gerando entdo o ion fenoxido representado pela estrutura III (a0 = 0,99). O
valor calculado do ponto isoelétrico pode ser obtido pela média aritmética dos valores

de pK, sendo esperado em pH de 6,95. Desta forma, pode-se avaliar e investigar a




eletropolimerizacdo referente a cada espécie de interesse variando-se o pH da solucdo
monomeérica, na qual foi possivel obter diferentes espécies quimicas eletroativas que N\
podem sofrer diferentes processos de eletropolimerizag¢do. A Figura 38 mostra os VC

enquanto a Tabela 4 resume os diferentes potencias de pico, em funcdo do pH, para as

estruturas I, 11 e III.
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Figura 38: Primeiro VC registrado em EG para o 4-HBA em func¢&o do pH: (I) 0,50; (I) 7,03 e
(IIT) 12,13. [4-HBA] = 2,50 mmol dm™; eletrélito suporte: HCIO, 0,50 mol dm™; v=50 mV s™.

Observa-se que o potencial necessario para a oxidacdo do mondmero em meio
basico ¢ menos anodico do que em meio 4cido. Isto ¢ devido ao aumento na densidade
eletronica no atomo de oxigénio na forma de fenéxido (estrutura III), aumentando o
efeito ressonante no anel aromadtico facilitando o inicio da polimerizagdo com a

formacao do primeiro cation-radical.

Tabela 4: Potencial de oxidagdo primeiro ciclo de oxidagdo do 4-HBA e comprimento de onda

de absor¢do em fungdo do pH.

UV /Anm E,./ (V)
Estrutura pH A .
mondmero mondmero
I 0,50 256 1,15
II 7,03 246 0,93
I 12,13 282 0,61




Os diferentes potenciais de oxidagdo, em funcdo da variagdo do pH pode
ocasionar a deposicdo de diferentes materiais sobre a superficie do eletrodo de grafite.
Espectros de UV-Vis para o0 mondmero nos valores de pH investigados, foram

obtidos e sdo mostrados na Figura 39.
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Figura 39: Espectros de UV-Vis obtidos para 4-HBA em meio: (a) acido pH 0,50; (b) neutro
pH 7,03 e (c) basico pH 12,13.

A protonagdo e/ou desprotonacdo dos grupos auxocromos -OH/O e
-COOH/COQO" promove alteragdo no comprimento de onda bem como na intensidade

das bandas no espectro de UV-Vis. Os dados obtidos sdo apresentados na Tabela 4.
4.1.2 — Polimerizacdo eletroquimica do 4-HBA sobre eletrodos de grafite

A eletropolimerizagdo do 4-HBA em HCIO4 foi conduzida por sucessivos ciclos
de potencial entre +0,00 a 1,40V (pH 0,50); -0,40 a +1,10V (pH 7,03) e -0,40 a +0,90
(pH 12,13) em velocidade de varredura de 50 mV s'l, com 100 ciclos de potencial,

conforme apresentado na Figura 40.
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Figura 40: VC consecutivos sobre EG em meio de HCIO4 0,50 mol dm™. [4-HBA] = 2,50
mmol dm™>; v =50 mV s™'. Eletropolimerizagdo realizada em pH: (A) 0,50; (B) 7,03 ¢ (C) 12,13.
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A Figura 40 mostra que o primeiro ciclo de oxidagdo para os trés valores de pH
investigados, uma onda de oxidagdo do mondmero, em potenciais mais catodicos, o que N
representa a formagdo do cation-radical. Contudo apos inversdo da varredura de
potencial nio é observado nenhum processo de reducio do monémero. A medida que
sdo efetuados sucessivos ciclos de potencial, a corrente de pico da oxidagdo do
mondmero diminui, o que indica o consumo do mondmero proximo a superficie do
eletrodo, para formagdo e deposicdo do material referente a eletropolimeriza¢do do 4-
HBA.

A Figura 40A mostra ja no primeiro ciclo de potencial, o aparecimento de duas
ondas redox de redugdo localizadas em +0,41 e +0,63V. A partir do segundo ciclo os
respectivos processos correspondentes de oxidacdo aparecem em +0,46 e +0,67 V. Estes
dois processos redox reversiveis mostram um aumento nos valores de corrente com os
sucessivos ciclos de potencial, indicando a forma¢do de um material eletroativo. A
mesma situagdo ¢ observada na Figura 40B, com dois pares redox em +0,05 e -0,02 para
o primeiro par ¢ +0,33 e +0,32 para o segundo par, com o aumento nas correntes de
picos indicando de modo anélogo, a formacdo de material eletroativo. A Figura 40C
apresenta a eletropolimeriza¢do do mondémero em valor de pH 12,13. Como pode ser
observado, nenhum par redox é observado, ocorrendo somente uma diminui¢do da

corrente de pico de oxidagdo do cétion-radical.

4.2.3 — Propriedades eletroquimicas dos filmes de poli(4-HBA)

O comportamento eletroquimico dos eletrodos de grafite revestidos por filmes
poliméricos formados eletroquimicamente, nos diferentes valores de pH, foi avaliado
em solucdo do eletrolito suporte (HCIO4 0,50 mol dm™) , na auséncia do mondmero,
cujo pH foi ajustado para o mesmo valor da solu¢do de polimerizagdo. Os VC estio
apresentados na Figura 41.

A Figura 41 mostra que ocorreu modificacdo na superficie dos eletrodos de
grafite, nas trés condi¢des estudadas, exceto em pH 12,13. Os resultados observados
apos tratamento em pH 0,50 apresentam dois processos redox reversiveis, em solucdo
de HCIO4 (+0,53/+0,42V e +0,74/+0,67 V). Estes dois processos eletroquimicos
ocorrem na mesma regido dos potenciais de pico para os sucessivos ciclos de potencial

mostrados na Figura 40A. Para o pH 7,03, um par redox ¢ observado em +0,08/-0,03 V.




Em pH 12,13 praticamente nenhuma atividade eletroquimica ¢ observada sobre os
eletrodos de grafite.
600
400

200

Corrente pA

-200

-400

60—+ . 1
0.3 0.0 0.3 0.6 0.9

Potencial / V

Figura 41: VC do EG/4-HBA obtidos no mesmo eletrdlito de polimerizacdo, livre de
mondmero em pH: (a) 0,50; (b) 7,03 e (c) 12,13. v = 100 mV s"'. As linhas pontilhadas

representam os VC dos EG antes da eletropolimerizagéo.

Os diferentes comportamentos eletroquimicos para os pares redox dos filmes
eletropolimerizados sugerem que diferentes perfis de materiais depositados sdo
formados nos diferentes meios reacionais, os quais estdo relacionados aos diferentes
processos de eletropolimerizagdo, conforme apresentado na Figura 40.

Estes resultados mostraram que os filmes de poli(4-HBA), eletrogerados em
meio acido, sdo mais eletroativos, conforme observado na Figura 41.

Investigacdes do comportamento eletroquimico dos eletrodos modificados
também foram efetuadas em solugdo aquosa contendo K4Fe(CN)s/KsFe(CN)g 5,00
mmol dm™ e KCI 0,10 mol dm™ como eletrélito suporte.

Alteragdes nos perfis de oxi-reducdo do par redox ferro/ferricianeto de potéssio
podem fornecer importantes informagdes a respeito do material depositado sobre a
superficie do eletrodo. Os VC obtidos apos modificacdo dos eletrodos de grafite sdo

apresentados na Figura 42.
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Figura 42: VC para os eletrodos EG e EG/4-HBA registrados em solucdo aquosa de:
(A) K4Fe(CN)g/K3Fe(CN)g 5,00 mmol dm™ contendo KC1 0,10 mol dm™ e (B) KC1 0,10
mol dm™. v =100 mV s”. (a) EG; e EG/4-HBA eletropolimerizado em pH (b) 0,50; (c)
7,03 e (d) 12,13.

Como pode ser observado na Figura 42A, ha um decréscimo nos valores da
corrente de oxidag@o/reducdo para todos os eletrodos modificados, nos diferentes
eletrolitos suporte e um deslocamento no potencial de pico de oxidag@o para potenciais

mais positivos, o que indica modificacdo na superficie dos eletrodos de grafite. O

98



potencial padrio necessario para oxi-redu¢io do par Fe*'/Fe’" é de +0,24/+0,17 V vs.
Ag/AgCl, KCI (3,00 mol dm™) para o EG. Na presenca de poli(4-HBA), o potencial & N
maior e dependente das caracteristicas do filme polimérico formado.

A diminuicdo na corrente de pico esta relacionada com as propriedades
eletronicas do material depositado sobre a superficie dos eletrodos de grafite e diminui
com o aumento no valor do pH de eletropolimerizacdo. Estes filmes poliméricos
apresentam propriedades que dificultam o processo de transferéncia eletronica do par
redox Fe*"/Fe’”, quando comparado ao eletrodo ndo modificado. Além disso, a presenca
deste material acarreta num deslocamento dos potenciais redox sugerindo a modificagdo
na superficie dos eletrodos de grafite com o poli(4-HBA) formado com diferentes
propriedades eletroquimicas nos valores de pH investigados. Contudo, os filmes
poliméricos apresentam um comportamento redox, quando imersos somente em solugéo
de KCI 0,10 mol dm™ na mesma regido do par Fe*"/Fe’". Isto mostra que os VC da
Figura 42A, mesmo quando preparados em diferentes pHs apresentam ndo somente o
processo de transferéncia do par redox, mas também uma contribuicdo do filme,
conforme j& fora discutido no item 4.1.5. Medidas de espectroscopia de impedancia
eletroquimica (EIE), foram realizadas para melhor compreensdo das propriedades

elétricas dos filmes de poli(4-HBA).
4.2.4 — Medidas de espectroscopia de impedincia eletroquimica

A Figura 43 mostra os espectros de impedancia eletroquimica, conhecidos como
diagramas do plano complexo (Nyquist) e de Bode, dos eletrodos EG e EG/4-HBA,
obtidos em potencial de +0,30 V. Nesta regido de potencial, a corrente é faradaica com
contribuicdes dos processos redox do filme e do par redox Fe?/Fe’”, conforme
discutido e apresentado na Figura 42A e Figura 42B.

Para os eletrodos EG e EG/4-HBA eletropolimerizado em pH 12,13 pode ser
observado um semicirculo na regido de alta freqiiéncia seguido de um comportamento
do tipo Warburg, o que evidencia um sistema cineticamente controlado por difusao.
Para os EG/4-HBA eletrogerados em pH 0,50 e 7,03, os sistemas apresentam dois
semicirculos bem definidos, um na regido de altas freqiiéncias e outro na regido de
baixas freqiiéncias, como fica evidente pelas duas constantes de tempo observadas no

diagrama de Bode (Figura 43).
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Figura 43: Diagramas de Nyquist (0) ¢ Bode ([J) dos espectros de impedancia eletroquimica do
EG e EG/4-HBA, obtidos em solugdo de K Fe(CN)¢/K;Fe(CN), 5,00 mmol dm™ contendo KCI
0,10 mol dm>, sendo (A) EG; e EG/4-HBA eletropolimerizados em pH (B) 0,50; (C) 7,03 e (D)
12,13. E,, = 0,30 V; Amplitude 10 mV; Intervalo de Freqiiéncia: 10°a 10 Hz. As linhas solidas

representam o ajuste dos dados experimentais a um circuito equivalente.

100



Um circuito equivalente, para ajuste dos resultados experimentais, constituido de
combinagdes em série e paralelo de resisténcias e capacitancias foi proposto para andlise
dos resultados. O melhor circuito equivalente, utilizado para os eletrodos de grafite e
grafite com poli(4-HBA) em pH 12,13 ¢ constituido por um circuito de Randles,
Rs[(Re,iW)Qa11]. Contudo para os filmes de poli(4-HBA) eletropolimerizados em pH
0,50 e 7,03, o melhor circuito encontrado ¢ o representado por
Rs[(Ret, 1 W)Qu1,11(Ret 2Qa12), mostrado na Figura 44. Os parametros representados entre
“parénteses” sdo aplicados aos elementos em paralelo e entre “colchetes” aos

parametros descritos em série.

Qa) Qa,
[ 1
o ey —
Rs
b P, e— W D Pty
H{T Rl’.l

Figura 44: Circuito equivalente proposto para simulag¢do dos dados experimentais.

Os circuitos apresentaram razoaveis valores de chi-quadrado (x%), na ordem de
107, apoiando um baixo erro estatistico na simulagio dos dados experimentais. A
necessidade do uso de dois circuitos para os filmes polimerizados em pH 0,50 e 7,03
sugere a formagdo de um filme polimérico altamente rugoso/poroso fazendo com que o
primeiro conjunto [(Re1W)Qqi 1] descreva a area superficial externa do filme enquanto
que o segundo (R¢2Qqi2) descreva a resposta da area superficial mais interna. Esta
conclusdo ¢ apoiada pelos voltamogramas ciclicos dos filmes formados em pH 0,50 e
7,03 os quais mostram intensidades de correntes da resposta eletroquimica do filme bem
maiores (ver Figura 40A e Figura 40B).

Os parametros, obtidos pela simulagdo estdo reunidos na Tabela 5. Observa-se
que as resisténcias Ohmicas total a solugdo Rs (Rsomegio + Rrime) para as
eletropolimerizacdes conduzidas em pH 0,50 e 7,03 sdo significativamente maiores

quando comparadas aos EG e EG/4-HBA produzido em pH 12,13.
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Tabela 5: Parametros obtidos, a partir dos resultados de simulagdo de EIE para os EG ¢ EG/4-

HBA eletropolimerizados em funcéo do pH.
Grafite pH 0,50 pH 7,13 pH 12,40

Rs/ Q cm’ 10,73 17,29 23,42 10,22
Qa / mF cm™ 1,82 0,35 0,29 0,077
n, 0,62 0,68 0,69 0,88
R / Qcm’ 3,73 240 295 411
W/ Qcem?s™? 0,0053 0,0022 0,0080 0,0013
Qa2 / mF cm™ 6,75 2,08
n, 0,95 0,96
Rz / Qcm? 719 22970
x* / (x 107) 29,10 3,76 26,90 23,80

Os maiores valores de Rt indicam a deposi¢do de um material, o qual apresenta
um comportamento mais resistivo, principalmente quando polimerizado em meio
neutro. Esta conclusdo estd de acordo com o comportamento no potencial de retorno
(ver Figura 42B), a qual mostra uma transicdo gradual e ndo abrupto (caracteristico de
materiais com baixa resisténcia). O valor do Rt para o poli(4-HBA) eletrogerado em pH
12,13 ¢ analogo ao do eletrodo de grafite. Possiveis explicagdes para este resultado
podem ser: i) formag¢do de um filme muito condutor; ii) formagdo de “cristalitos
poliméricos localizados” na superficie; ou iii) pouco material polimérico formado. As
analises das Figura 42B-d e Figura 40C sugerem que a formag¢ao limitada do filme ¢ a
explicagdo mais plausivel. O fato de que, na simulacdo dos resultados experimentais, o
eletrodo de grafite puro e o modificado em pH 12,13 requererem circuito equivalentes
1dénticos também apdia esta conclusdo.

O valor da resisténcia de transferéncia de carga, R.;, aumenta com o aumento
no valor de pH de eletropolimerizagdo. Este fato ¢ diretamente refletido na diminuigao
da corrente de oxidag¢do do par redox Fe*'/Fe’* (ver Figura 42A) bem como da baixa
atividade eletroquimica em solu¢do de KCl (Figura 42B). O valores de R >, quando
comparados aos valores de R 1, s80 muito mais elevados, sugerindo que a contribuicio

ao processo eletrédico da regido interna é muito menor. Também cumpre mencionar
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que os valores do R, apresentam na mesma dependéncia do pH do
eletropolimerizagao.

A capacitancia da dupla camada, Cq, fornece informagdes a respeito da
rugosidade/porosidade podendo ser tomada como uma medida da superficie polimérica.
O decréscimo nos valores de Cq;,; em fun¢do do pH de preparacdo do filme, mostra que
ocorrem mudancas significativas na area externa dos eletrodos. Para o eletrodo nao-
modificado o maior valor de Cq;; pode ser explicado pela alta rugosidade do eletrodo,
sendo que a medida que ocorre a polimerizacdo na superficie do eletrodo esta comeca a
ser recoberta, diminuindo a contribuigio da porosidade. E observado que a
eletropolimerizagdo conduzida em meio acido, levam a valores de Cgq
aproximadamente 4x maior quando comparado ao polimero eletrogerado em pH 12,13.
Estes altos valores de Cgy;,; sugerem maior eficiéncia de eletropolimerizag¢do nestes pH
de polimerizagdo, ou seja, existe um maior numero de grupos superficiais
oxidaveis/reduziveis. Este resultado ¢ consistente com o comportamento dos
voltamogramas ciclicos apresentados na Figura 41. Quando se comparado os valores de
Qa2 com Qg € observado que os primeiros sd3o bem maiores, sugerindo que a area
interna eletroquimicamente ativa ¢ muito maior. O comportamento da andlise de
impedancia ¢ consistente com os valores de rugosidade obtidos por MFA e MECQ,
discutidos posteriormente nos itens 4.2.5 € 4.2.7. Na analise de MFA maiores valores de
rugosidade s@o observados quando a eletropolimerizacdo ¢ efetuada em meio acido (548
nm), contudo este valor ¢ bem proximo a eletropolimerizacdo conduzida em pH 12,13
(540 nm), isto sugere que em meio basico pode estar havendo um deposito polimérico,
contudo este ndo ¢ tao eletroquimicamente ativo ao polimero formado em pH écido. Por
outro lado, maiores valores de depodsito de massa, observado por MECQ, foram
observados em pH acido (1,68 pg cm™), seguidos por pH basico (0,66 pg cm™) e neutro

(0,49 ug cm™), ver discussdo no item 4.2.7.

4.2.5 — Estudos em microbalanca de cristal de quartzo

Medidas realizadas em microbalanga de cristal de quartzo permitem analisar as
variagdes de freqiiéncia de um cristal oscilante concomitante a técnicas eletroquimicas
convencionais. O sistema ¢ baseado num eletrodo de trabalho de cristal de quartzo,
recoberto em ambas as faces com um fino deposito metalico (ouro, platina, etc.). A

aplicacdo de um potencial alternado promove uma oscilagdo no cristal em um modo
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ressonante a medida que o material estd sendo adsorvido/dessorvido do deposito
metalico em contato com a solugdo de interesse promove uma alteragio desta freqiiéncia
oscilante. Sauerbrey em 1959°®, deduziu a equagdo que leva o seu nome, na qual
relaciona as variagdes de freqiiéncia com as variagdes de massa do material
adsorvido/dessorvido permitindo uma sensibilidade de analise em escalas de
nanogramas. Além disso, a técnica é responsavel pela analise de fluxo de ions nos
sistemas além de outros processos interfaciais, podendo ser utilizada na construgdo de
sensores.

A Figura45, mostra os perfis de j/E e dm/E para dois ciclos continuos de um
experimento de 10 ciclos em um cristal de quartzo modificado com ouro, em velocidade
de varredura de 50 mV s™' para 4-HBA 2,50 mmol dm™ em meio aquoso nos diferentes
valores de pH (0,50, 7,03 e 12,13) utilizando-se 4cido sulftrico 0,20 mol dm? como
eletrolito suporte. O acido sulftrico foi utilizado ao invés do &cido percldrico para evitar
o uso de sal de perclorato para manuteng¢@o da for¢a id6nica do meio reacional.

Snook e colaboradores®”’ classificaram as reagdes interfaciais usando a MECQ
em cinco classes e uma delas se refere a processos ndo faradaicos que sio associados as
variagdes de massa com adsor¢do especifica de ions perclorato sobre a superficie de
ouro, no nosso trabalho, uma adsor¢do ndo desejada. A concentracdo também ¢ menor
(0,20 mol dm™ ao invés de 0,50 mol dm™) para evitar o surgimento de cromo na
superficie de ouro. Esta preocupacgdo ¢ devida aos eletrodos serem manufaturados com
esse metal para promover a aderéncia entre o ouro e o cristal®®. Shiu e
colcaboradores®' estudaram a eletropolimerizagio de 2-fenilenodiamina usando
diferentes concentragdes de acido sulfurico. Os melhores resultados utilizando a MECQ
foram obtidos com 0,10 mol dm? do que com 0,50 mol dm™ de 4cido sulfurico devido
a alta acidez e a presenca de excesso de anions sulfato, mostrando um decréscimo na
cobertura de superficie dos sitios eletroativos sobre o eletrodo de ouro.

Como pode ser visto na Figura 38, ha um deslocamento no potencial de pico do
mondmero para potenciais mais catddicos com o aumento do valor de pH. Este fato vem
do processo de protonagdo/desprotonagdo do mondmero, facilitando a
eletropolimerizagdo devido ao aumento da nuvem eletronica. As diferencas nos
comportamentos dos voltamogramas sdo originados da troca dos eletrodos e do
eletrolito suporte, eletrodo de ouro (EO) ao invés de grafite, e acido sulfurico ao invés
de 4cido perclérico, respectivamente, e os valores baixos de corrente devido as

mudangas na concentragao.
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Figura 45: Perfis de j/E e dm/E para dois VC continuos na eletropolimerizacdo do 4-HBA em
pH: (A) pH 0,50, (B) pH 7,03 e (C) pH 12,13. [4-HBA] = 2,50 mmol dm”; Eletrélito: H,SO, =

0,20 mol dm™; v=50 mV s". As linhas pontilhadas se referem ao eixo da direita (dm).
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Os potenciais de pico do mondmero, sobre os eletrodos de grafite e eletrodos de

ouro sdo mostrados na Tabela 6.

Tabela 6: Valores de E,, obtidos em 2,50 mmol dm™ de 4-HBA utilizando EG em 0,50 mol dm™

* de acido perclérico e EO em 0,20 mol dm™ de acido sulfarico. v=50 mV s™.

oH Eletrodo de grafite / Eletrodo de ouro /
Epa (V) Epa (V)
0,50 1,15 1,27
7,03 0,93 1,01
12,13 0,61 0,73

Todos os trés graficos da Figura 45 sdo similares com excecdo do fato de existir
uma onda de redugdo em pH 0,50 e a pH 12,13. Esta onda ¢ similar aquela obtida no
processo de limpeza e condicionamento eletroquimico dos eletrodos de ouro em
solucdo de acido sulfurico, estando relacionada a redu¢@o do 6xido de ouro (AuO) para
Au metélico, que ¢ formando somente apds a varredura do EO a potenciais acima de
+1,25 V, respectivamente.

Na Figura 45C a faixa de potencial esta entre -0,4 ¢ +0,9 V. Esta diferenca de
potencial ndo ¢ suficiente para promover a oxida¢do do ouro para 6xido de ouro e
originar, assim, a tipica onda de redugdo. Na Figura 45A, a faixa de potencial usada foi
entre 0,0 e +1,4V. Pode-se dizer que a onda de oxidagdo a +1,27 V ¢ devida a oxidacdo
do ouro gerando a onda de redugdo subseqiiente. A tendéncia esperada seria o aumento
dos valores desta onda de oxidacdo com os ciclos sucessivos, o que ndo € observado. Ao
contrario, hd uma grande queda nos valores de corrente a pH 0,50 ¢ um deslocamento
para potenciais mais anddicos durante os sucessivos ciclos, sugerindo a formagao de um
filme com propriedades ndo condutoras''”. Isto esta de acordo com os dados obtidos das
solucdes padrdo contendo o par redox Fe*"/Fe’ (Figura 42) e ¢ valido para todos os trés
valores de pH, os quais apresentam respostas similares, com um decréscimo nos valores
de corrente na onda de oxida¢do do monomero.

Esta informacdo ¢ importante para eliminar a contribuicdo de contra fons e a
viscoelasticidade do filme devido ao fato de nos estdgios iniciais de

eletropolimerizacdo, o filme polimérico apresenta-se fino e o efeito de viscoelasticidade
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deve ser desprezivel. Também o eletrodo, coberto com uma fina camada de filme, evita
a adsor¢do ndo desejada de ions sulfato. De outra maneira ndo poderiamos dizer que os
valores de massa sdo devidos preferencialmente a deposi¢io do filme polimérico sobre a
superficie do eletrodo.

A Figura 46 mostra o perfil dm/dQ para os primeiros voltamogramas em cada
valor de pH investigado. Pode ser visto que, em todos os casos, hd uma linearidade
sugerindo um comportamento ideal e também se observa perda de massa no fim de cada

ciclo. Esta perda de massa ¢ pequena em pH 0,50 e mais evidente no pH 12,13.
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Figura 46: Perfil dm/dQ para o primeiro VC de eletropolimerizagdo do 4-HBA em pH: (A) pH
0,50; (B) pH 7,03 e (C) pH 12,13. [4-HBA] = 2,50 mmol dm™; Eletrélito: H,SO, = 0,20 mol
dm?; v=50mVs™.

O filme formado em pH bésico ¢ o unico filme que apresenta um decréscimo em
massa, no potencial da onda de reducdo a +0,189V. Note que, para esse experimento a
pH 12,13 apresentar a mesma deposicdo de massa em relagdo ao pH 7,03, a carga deve
ser 4,5 vezes maior. Em um valor intermedidrio de carga, o meio reacional mais 4cido
(pH 0,50) apresenta a maior quantidade de material.

Como pode ser observado em todos os perfis dm/E, a deposi¢do do material
sobre a superficie do eletrodo comeca no potencial relacionado a formacgdo da primeira
onda de oxidag¢do (formacdo dos primeiros cations-radicais). Em todos os meios

reacionais estudados, o aumento de material adsorvido na superficie do eletrodo ¢ bem
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regular do primeiro ao décimo ciclo. Em pH 0,50, apenas apds o segundo ciclo ¢ que

apresenta tal regularidade, como pode ser visto na Figura 47.
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Figura 47: Valores de densidade de massa ao final de cada ciclo em fungdo do numero de

ciclos em: (o) pH 0,50, (A) pH 7,03 e () pH 12,13.

A Figura 47 claramente mostra que maior quantidade de material ¢ depositado
na eletropolimerizagdo realizada em pH 0,50 e uma maior homogeneidade de deposicio
do segundo ao décimo ciclo. Ambos os experimentos a pH 7,03 e pH 12,13 comecam
bem similares. Com os sucessivos ciclos, a pH 12,13, a deposi¢do comeca a se
distanciar da obtida a pH 7,03 em pequena extensdo. Estes dados estdo de acordo com
os resultados apresentados pela analise de MFA que sugere uma quantidade de material
sobre eletrodos de grafite com maior deposi¢do a pH 0,50 e pouca diferenca entre os

outros dois polimeros.
4.1.6 — Estudo eletroquimico da estabilidade do filme

A estabilidade eletroquimica dos filmes de poli(4-HBA) ¢ um importante fator
para determinar futuras aplicacdes deste material eletropolimerizado sobre os eletrodos
de grafite. Para todos os valores de pH investigados, os melhores filmes poliméricos
eletroquimicamente ativos foram os obtidos em pH 0,50 e 7,13. Nestes valores de pH, a

atividade eletroquimica do poli(4-HBA) foi verificada por 100 ciclos consecutivos de
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varredura de potencial entre +0,20 a +0,90 V para pH 0,50; e -0,40 a +0,50 V para pH
7,03, em velocidade de varredura de 100 mV s'l, com o mesmo eletrolito utilizado na
eletropolimerizagdo. Pela integral do pico de oxidagdo anddica, a carga armazenada no
filme foi determinada para cada ciclo.

A Figura 48 mostra o aumento da perda relativa de carga em funcdo do ciclo de
potencial realizado. Esta porcentagem de perda (% Qp) foi determinada a partir da carga
obtida pela integra¢do do pico de oxidagdo, dada pela relagdo apresentada na Equacio

10:

Equagao 10:
Ql - Qn

% Qp =Q—1>< 100 (2)

onde: Q) ¢ a carga voltamétrica obtida filme eletrogerado e O, ¢ a carga obtida apds n

ciclos de potencial.
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Figura 48: Porcentagem de perda de carga dos filmes de poli(4-HBA) eletropolimerizados em
pH: () 0,50 e referente ao primeiro pico de oxidagéo, (O) 0,50 e referente ao segundo pico de
oxidagdo e (A) 7,03. Eletrolito = HC1O,4 0,50 mol dm™, ajustado ao pH de eletropolimerizagio;

Numero ciclos = 100; v= 100 mV s™".
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E observado que, em pH 0,50, o decréscimo no valor da corrente de oxidagio
para o poli(4-HBA) ¢ cerca de 7% para o primeiro ciclo de oxidagdo e cerca de 23%
para o segundo processo redox. Quando material ¢ eletropolimerizado em pH 0,50
(Figura 40A), ndo se observa variagdo do potencial de pico, em fungdo do ntimero de
ciclos de potencial. Para filmes poliméricos eletrogerados a pH 7,03, a porcentagem de
perda é cerca de 33% e o potencial de pico é deslocado para potenciais mais negativos
com o aumento no numero de ciclos de potencial. Para ambos os valores de pH, a
diminui¢do da eletroatividade (menores valores de corrente) ¢ observada com o
aumento no numero de ciclos.

Esta diminui¢do da resposta eletroquimica esta relacionada com a diminuicdo da
extensdo de conjugagdo da nuvem m de elétrons do polimero, bem como com o
transporte de ions e solvente no interior da malha polimérica. Assim, foi efetuado o
mesmo procedimento descrito anteriormente, contudo utilizou-se velocidades de

varredura de 10, 20 ¢ 50 mV s”. Os resultados sdo mostrados na Figura 49.
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Figura 49: Percentual de perda de carga do eletrodo de grafite modificado com poli(4-HBA) vs.
n® de ciclos, registrados para o primeiro pico de oxidagdo, na eletropolimerizagdo realizada em

pH 0,50.

Para as velocidades de 10 e 20 mV s™', foi observado aumento nos valores de 0,
de poli(4-HB) até cerca de 10 ciclos. Com o aumento dos ciclos, a perda de carga do

poli(4-HB) praticamente mantém-se inalterada. Para a velocidade de 50 mV s o valor é
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crescente. Observa-se que os valores da % de O, sdo maiores que os observados na
Figura 48a, sugerindo que o processo realizado a velocidade de varredura mais baixa s
contribui para maior transporte idnico ao longo da cadeia polimérica. Por outro lado, \am
observa-se uma menor resposta eletroquimica, ocasionando assim queda nos valores de

corrente de oxida¢do. Para pH 7,03 resultados semelhantes foram observados.

4.2.7 — Estudos morfologicos e de superficie

A morfologia do EG e EG/4-HBA produzidos em diferentes valores de pH

foram analisadas através de MFA, e sdo mostradas na Figura50.

Figura 50: Imagens de MFA para: (A) EG e EG/4-HBA eletropolimerizado em (B) pHO0,50;
(C©)pH 7,03 ¢ (D) pH 12,13.




Como pode ser observado na Figura 50, a morfologia dos eletrodos modificados
com poli(4-HBA) mostraram diferentes topografias em fung¢do do pH. Os filmes
preparados em pH 0,50 e pH 7,03 (Figura 50B e Figura 50C) apresentaram estruturas
globulares distribuidas aleatoriamente na superficie do eletrodo. Filmes preparados em
pH 0,50 (Figura 50B), mostraram menor nimero de glébulos, mas com maior diametro.
A superficie dos filmes preparados em pH 7,03 (Figura 50C) sdo mais homogéneas, de
acordo com valores de rugosidade. Os filmes preparados em pH 12,13 (Figura D)
mostraram uma morfologia irregular. Os valores de rugosidade determinados por MFA
foram: eletrodo de barra de grafite (370 nm) e modificados com filmes de poli(4-HBA)
preparados em: pH 0,50 ( 548 nm), pH 7,03 (411 nm) e pH 12,13 (540 nm).

4.3 — Caracterizacdes estruturais, fotoquimicas, térmicas e opticas

Para caracterizagdo das propriedades quimicas e fisicas do poli(4-HBA),
produzido em pH 4cido (melhor material eletroativo formado), o mondmero foi
eletropolimerizado sobre eletrodo cilindrico de grafite, com é&rea superficial maior,
facilitando a produgdo e extracdo de maior quantidade de material, necessaria para as
caracterizagoes.

Para garantir que uma maior quantidade de material fosse depositada, a area
superficial do eletrodo de trabalho bem como a concentracdo inicial da solucgdo
monomeérica (cerca de 10x) foi aumentada. Apds a realizagdo do procedimento de
extragdo do poli(4-HBA) com acetonitrila, foram obtidas cerca de 70 mg de
poli(4-HBA). Assim, medidas de FTIR, DSC, TG e EF puderam ser realizadas com o
polimero extraido, uma vez que tais medidas ndo poderiam ser realizadas sobre a
superficie dos EG.

Pode ser observado pela Figura 51 que o comportamento eletroquimico de
eletropolimerizag¢do é idéntico ao obtido sobre os eletrodos de grafite convencionais,
(ver Figura 40A), utilizados nas demais analises utilizadas para investigar o
comportamento eletroquimico dos filmes de poli(4-HBA).

Como observado na Figura 40A, hé o aparecimento de dois processos redox na
regido entre +0,30 e +0,80 os quais aumentam sua atividade eletroquimica a medida que
se aumenta o numero de ciclos de potencial. O pico caracteristico de oxidagdo do
mondmero também é preservado em cerca de +1,30 V. Isto permite dizer que o0 mesmo

material estd sendo eletrogerado sobre eletrodos cilindricos de grafite, mesmo havendo
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mudangas na concentragdo do mondmero, eletrdlito suporte e tamanho do eletrodo de

trabalho.

Corrente / mA

I 1 1 | 1 | 1 | 1
0.00 022 044 066 088 110 1.32

Potencial / V

Figura 51: VC obtido pela eletropolimerizagdo do 4-HBA sobre eletrodos de cilindro de
grafite. [4-HBA] = 25 mmol dm™; Eletrélito = HCIO, 2,50 mol dm™; Ntimero ciclos = 100; v =
50mV s

A Figura 52 apresenta algumas imagens obtidas para o material produzido. Na
Figura 52A pode ser observado, pela microscopia dptica, a superficie do eletrodo de
grafite pelo qual o poli(4-HBA) foi gerado. A face branca indica regido onde ndo houve
polimerizacdo, regido esta delimitada quando o eletrodo foi imerso para procedimento
de eletropolimerizagdo. Informagdes sobre a aparéncia Optica do material pode ser
observada, neste caso ¢ nitida a existéncia de regides “avermelhadas” sobre o grafite, o
qual pode se dizer como sendo o poli(4-HBA). A Figura 52B, representa uma ldmina,
onde foi adicionado uma pequena gota da solucdo de extracdo pela qual o poli(4-HBA)
foi extraido, é possivel observar que apos a evaporacio do solvente ha a precipitagdo do
poli(4-HBA) sobre a lamina de vidro, isto mostra claramente a eficiéncia do solvente na
extracdo do polimero do eletrodo de grafite com acetonitrila. A Figura 52C, mostra o
material apds os procedimentos de extragdo e evaporagdo do solvente, sendo este o

material que foi utilizado para as demais medidas de caracterizagao do poli(4-HBA).
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Figura 52: Imagens obtidas para poli(4-HBA): (A) adsorvido sobre a superficie dos eletrodos
de grafite, (B) cristalizado em lamina de vidro, apés evaporagdo de acetonitrila e (C) extraido e

seco e. Amplia¢des de 200x (esquerda) e 500x (direita).

4.3.1 — Comportamento fluorescente do 4-HBA e poli(4-HBA) em solugdo

A espectrofotometria é fundamentada na lei de Lambert-Beer, que é a base
matematica para medidas de absor¢do de radiagdo por amostras no estado soélido,
liquido ou gasoso, nas regides ultravioleta, visivel e infravermelho do espectro
eletromagnético. Para medidas de absor¢do de radiagdo em determinado comprimento

de onda, tem-se: A= log(I,/I) = ebc, onde A ¢é a absorbancia, I, ¢ a intensidade da
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radiacdo monocromatica que incide na amostra ¢ I ¢ a intensidade da radiacdo que
emerge da amostra. A absortividade molar (¢) ¢ uma grandeza caracteristica da espécie
absorvente, cuja magnitude depende do comprimento de onda da radiag¢@o incidente. O
termo ¢ € a concentracdo da espécie absorvente e b, a distancia percorrida pelo feixe
através da amostra®?,

A espectroscopia no ultravioleta visivel (UV-Vis) envolve a espectroscopia de
fotons (espectrofotometria). Ela utiliza luz na faixa do visivel, do ultravioleta (UV)
proximo e do infravermelho préximo. Nessas faixas de energia, as moléculas sofrem
transi¢des eletronicas moleculares. Espectrofotometria na regido UV-Vis do espectro
eletromagnético é uma das técnicas analiticas mais empregadas, em fun¢do de robustez,
custo relativamente baixo e grande numero de aplicacdes desenvolvidas. Os
procedimentos envolvem medidas diretas de espécies que absorvem radiagdo, medidas
apds derivagdo quimica e acoplamento a diversas técnicas ou processos, como
cromatografia, eletroforese e analises em fluxo™*.

A Fluorescéncia ¢ a capacidade de uma substancia de emitir luz quando exposta
a radiagdes do tipo raios ultravioleta (UV), raios catddicos ou raios X. As radiag¢des
absorvidas (invisiveis a olho humano) se transformam em luz visivel, ou seja, de um
comprimento de onda maior que a incidente. O fendmeno da fluorescéncia consiste na
absorc¢do de energia por um elétron, passando do estado fundamental (Sy) para o estado
excitado (S;). Este elétron, ao retornar ao estado fundamental, ¢ acompanhado pela
liberagcdo de energia em excesso por meio da emissdo de radiagdo. Na Fluorescéncia,
todo o processo ocorre em tempo inferior a 0,00001 segundos.

Quando uma molécula absorve radiacdo eletromagnética, a maneira como ela
retorna ao seu estado fundamental € regida por sua estrutura e pelas propriedades fisico-
quimicas do seu ambiente local. Em algumas situag¢des, o caminho de volta ao estado
fundamental envolve a emissdo de radiag@o. Se esta emissdo ¢ de um estado singlete o
processo ¢ chamado fluorescéncia, e o grupo molecular que emite a radiagdo é chamado
fluoréforo. A fluorescéncia tem sido usada para estudar varios sistemas quimicos,
fisicos e biologicos™™.

O espectro de absorgio UV-Vis para o 4-HBA obtido em acetonitrila (~10 mol
dm™), é mostrado na Figura53. E observada uma banda fina em 250 nm, sendo
caracteristica de transi¢des m, m* proveniente de anel aromatico.

Para o poli(4-HBA) foram observadas mudancas significativas com relagdo as

bandas de absor¢do, em comparagdo ao mondmero. A banda fina em torno de 250nm
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referente as transigdes aromaticas m, m* para 0 mondmero passa a ser um ombro no
polimero, indicando sobreposi¢do devida possivelmente a maior conjugagdo NO
polimero. Hé ainda uma maior absor¢do do polimero na regido do visivel (acima de 300 Ao
nm), com o aparecimento de um segundo ombro em torno de 330 nm caracteristico de

transi¢do n, ©* que € parcialmente sobreposta por bandas m, n* (Figura53 ).
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Figura 53: Espectro de absor¢do UV-Vis obtidos em acetonitrila para: (---) 4-HBA e (—)
poli(4-HBA).

Os espectros de excitagdo e emissdo de fluorescéncia do mondémero 4-HBA
foram registrados em acetonitrila (~x10°M) em temperatura ambiente (25°C) e sdo
mostrados na Figura 54. O espectro de excitagdo do mondmero foi praticamente
homotético ao correspondente espectro de absor¢do, o que confirma que as espécies
fluorescentes sdo idénticas as que absorvem (ver Figura 54). O espectro de excitagdo do
mondmero 4-HBA ¢ caracterizado por um pico intenso em 265 nm com uma ondulagio
em torno de 250 nm. Em contraste, seu espectro de emissdo de fluorescéncia exibe
apenas um pico maximo localizado em 300 nm.

Ja o espectro de excitagdo do polimero mostra um pico intenso menos resolvido
em 270 nm, com outras manifestacdes em 290 nm e 340 nm possivelmente resultado do
aumento de cromoforos formados na polimerizagdo. O espectro de emissdo ¢&
caracterizado por um pico centrado em 365 nm. Similarmente, no caso do monomero, o
espectro de emissdo do poli (4-HBA) ndo altera com a mudanga do valor do

comprimento de onda, isto sugere que ha somente uma espécie fluorescente.
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Figura 54: Espectro de excita¢do (ex) e emissdo (em) de fluorescéncia obtidos em acetonitrila

para: (---) 4-HBA e (—) poli(4-HBA). Temperatura ambiente (25°C).

Ha um significativo deslocamento batocromico no méaximo de emissdo de
fluorescéncia (Ahem= 65 nm) do polimero com relacdo ao mondmero. Este efeito
implica em uma importante deslocalizag@o eletronica m nos estados singlete excitado do
polimero, resultado da presenga de importantes segmentos conjugados nas cadeias dos
oligobmeros do poli (4-HBA), e uma diminuicdo significante dos niveis de energia do

estado singlete excitado com relagdo ao monomero (Figura 54).

4.3.1.1 — Dependéncia do pH na intensidade de fluorescéncia

Foram realizadas medidas de UV-Vis de 4-HBA e poli(4-HBA) em meio acido e
basico, com o objetivo de se verificar as propriedades Opticas do material polimérico,
quando submetido a meios extremos de valores de pH. Os grupos -OH/O e -
COOH/COO" s3o grupamentos auxocromos, 0s quais promovem uma alteracdo no
comprimento de onda e intensidade de absor¢do de luz no espectro de UV-Vis do
mondmero, em diferentes valores de pH, conforme observado na Figura 55.

O espectro de absor¢do do monomero apresenta uma fina banda em 255 nm em
meio 4acido, o qual pode ser atribuido a transi¢do m ,m*, caracteristica de absor¢do de
anel aromatico que sofre uma importante influéncia do grupamento -COOH/COO™ que

esta ligado diretamente no anel. Em meio bésico, a presenca do grupo —OH/O" contribui
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mais para a absor¢do do monémero em um comprimento de onda maior do que em meio
acido, em cerca de 281 nm, o que pode ser definido como um deslocamento

batocrémico, indicando que mais de uma espécie/grupo estd absorvendo.

Absorbancia
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Figura 55: Espectros de absor¢do do UV-Vis obtidos para: (----) 4-HBA e (—) poli(4-HBA)
em: (a) HC1O, 0,50 mol dm™ (pH 0,40); (b) tampéo fosfato 0,10 mol dm™ (pH 7,40) e (c) NaOH
0,50 mol dm” (pH 13,6).

Para o polimero, em meio acido ocorre também um deslocamento da banda de
absor¢do para comprimentos de onda maiores, em aproximadamente 264 nm. Este
deslocamento estd na ordem de 10 nm, e pode ser justificado pelo aumento na extensio
de conjugacdo, para o poli(4-HBA). Em meio basico, o espectro de absor¢do do
polimero, € menos resolvido, ocorrendo também um “alargamento” da banda.

Uma absor¢do maxima pode ser observada em aproximadamente 279 nm.
Praticamente o A, de absor¢@o ndo € alterado quando comparado ao mondmero. Este
efeito pode ser explicado por possiveis interagdes de hidrogénio intermolecular, entre o
grupamento fendxido com o grupamento carboxilato, o que pode promover a formagao
de uma estrutura molecular mais rigida, exigindo portanto uma maior quantidade de
energia para excitagao.

Observa-se, pela Figura 56, os espectros de emissdo de fluorescéncia do 4-HBA
e poli(4-HBA) em meio 4cido e basico. Em meio acido, Figura 56A, o espectro de
excitagdo do 4-HBA ¢ caracterizado por um pico em 265 nm e o espectro de emissdo de

fluorescéncia exibe um pico maximo localizado em 321 nm. O espectro de excita¢do do
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poli(4-HBA) mostra uma banda com maximo em 282 nm e o espectro de emissdo ¢

caracterizado por duas bandas de emissdo: uma de menor intensidade, com piCO
A

maximo em 310 nm e outra, de maior intensidade em 405 nm.
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Figura 56: Espectros de fluorescéncia de excitacdo (EX) e emissdo (EM) obtidos para: (---)

4-HBA e (—) poli(4-HBA) em: (A) HCIO, 0,50 mol dm™ (pH 0,40) e (B) NaOH 0,50 mol dm™
(pH 13,6).

Em meio basico, Figura 56B, o espectro de excitagdo do 4-HBA ¢ caracterizado
por um pico em 293 nm e um ombro em 266 nm. Ja o espectro de emissdo de
fluorescéncia exibe um pico maximo localizado em 336 nm. O espectro de excitagdo do

poli(4-HBA) mostra uma banda com maximo em 288 nm ¢ um ombro em 266 nm ¢ o




espectro de emissdo ¢ caracterizado por duas bandas de emissdo: uma de maior
intensidade, com pico méximo em 336 nm e outra, de menor intensidade, em 388 nm.

Para o poli(4-HBA), a inversdo das intensidades das bandas de emissdo de
fluorescéncia, em meio basico em relagdo ao meio acido, ocorre principalmente por
causa da influéncia da protonagdo/desprotonacdo dos grupos ligados ao anel
aromatico. Em meio 4cido, o grupamento -COOH/COQO" tem uma influéncia maior
sobre o espectro de emissdo de fluorescéncia do polimero e, possivelmente, o pico
maximo em 405 nm estd relacionado com a influéncia do mesmo sobre o anel
aromatico, sendo o pico de menor intensidade (310 nm) relacionado ao grupo -OH na
sua forma protonada. Em meio bdasico, a influéncia do ion fendxido se torna mais
evidente, e isto pode ser mais uma vez confirmado pela inversdo das intensidades dos
picos maximos das bandas de emissdo para o poli(4-HBA), em compara¢do com os
valores observados em meio 4cido. A banda em 310 nm sofre um aumento de
intensidade, bem como um deslocamento batocromico de 16 nm em relacdo a mesma
banda em meio acido, o que indica a forte influéncia do ion fen6xido sobre o processo
de emissdo, j4 para a banda em 388nm, observa-se um deslocamento hipsocromico
(17nm) em relagdo a mesma banda em meio 4acido e sua intensidade diminui
significativamente.

Tanto em meio bésico quanto em meio 4cido ocorre um deslocamento
batocromico no maximo de emissdo de fluorescéncia (Ale,=84 nm em meio acido e
Ahem=52 nm em meio basico) do mondmero em relagdo ao polimero. Este forte efeito
implica em uma importante deslocalizagdo eletronica m no estado singlete excitado do
polimero, resultando na presencga de importantes segmentos conjugados nas cadeias dos
oligdbmeros do poli(4-HBA), e uma significante diminuicdo dos niveis de energia do

estado singlete excitado em relagdo ao 4-HBA.

4.3.1.2 — Dependéncia do solvente na intensidade de fluorescéncia

Quando se obtém espectros de absor¢do e de emissdo de um cromoéforo em
solventes de diferentes polaridades, mudangas na posi¢do, intensidade e forma das
bandas de absor¢do podem ser encontradas. Essas mudangas sdo resultantes de
interacdes fisicas intermoleculares soluto-solvente (tais como ion-dipolo, dipolo-dipolo,
dipolo-dipolo induzido, ligacdo de hidrogénio, dentre outras), que tendem a alterar a

: : .1 284-286 N
diferenca de energia entre o estado fundamental e o excitado . Com relagao aos
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espectros eletronicos de absor¢do molecular, para 0 monémero e o polimero ndo houve
mudangas significativas na forma e intensidade das bandas de absor¢do, ou seja, a @
o

mudanca de polaridade do solvente ndo alterou os estados eletronicos fundamentais e

excitados, tanto do polimero quanto do monomero, conforme observado na Tabela 7.

Tabela 7: Valores dos picos de absor¢do e emissdo para 4-HBA e poli(4-HBA) em

diferentes solventes.

Absor¢do (Amay) Emissao(Z,4y)
Mondémero Polimero Mondmero Polimero
Solvente excitagdo  emissdo excitagdo  emissdo
Agua 250 216 262 320 260, 302 401
Etanol 251 250 260 306 265, 295 375
Acetonitrila 253 250 263 320 262,329 365
DMSO --- --- 277 303 277,302 347,387
DMF --- --- 279 327 279,337 383

Em relagdo aos espectros de excita¢do, nota-se que nao ocorreram mudangas
significativas na forma e intensidade das bandas do monomero e do polimero, mas
observa-se um deslocamento batocromico nos espectros de emissdo com o aumento da
polaridade do solvente. Utilizando-se a 4gua como solvente, o deslocamento foi maior,
comparando-se com o etanol e a acetonitrila que sdo solventes menos polares que a
agua. Com as interagdes polares entre o soluto e o solvente, espera-se a ocorréncia de
deslocamento batocromico da banda de emissdo com o aumento da polaridade do
solvente. Se o estado excitado é m, m* (bandas caracteristicas de transi¢do eletronicas
tanto do mondémero quanto do polimero), este, por possuir momento de dipolo superior
ao do estado fundamental, sofrera influéncia positiva de interagdes com solventes
polares, acarretando em um deslocamento batofluosolvatocrémico da banda de emissdo
maior.

As bandas de absor¢do em DMSO e DMF, nio puderam ser obtidas devido a
sobreposi¢do dos sinais de absor¢do do solvente e material investigado na regido de

comprimento de onda abaixo de 300 nm.




4.3.2 — Analises de DSC e TG

A andlise térmica foi definida por Mackenzie™’

como sendo “um grupo de
técnicas nas quais uma propriedade fisica de uma substancia e/ou seus produtos de
reacdo ¢ medida, enquanto a amostra é submetida a uma programacgdo de
temperatura”.

Dentre as técnicas termoanaliticas mais utilizadas encontram-se a Andlise
Térmica Diferencial, na qual se acompanha a varia¢do de temperatura da amostra em
relacdo a um material inerte de referéncia, e a Calorimetria Exploratéria Diferencial, na
qual se acompanha a variagdo da energia entre a amostra ¢ a referéncia. Em um
experimento de Calorimetria Exploratoria Diferencial, mede-se a varia¢do de entalpia
que ocorre entre a amostra e a referéncia durante o processo de
aquecimento/resfriamento. Diferentes arranjos de constru¢do utilizam o mesmo nome
para o equipamento, o arranjo mais simples ¢ aquele no qual a amostra e a referéncia,
contidas em seus respectivos suportes de amostra, sdo colocadas sobre um disco de
metal. A troca de calor entre o forno e a amostra ocorre preferencialmente pelo disco.
Para uma condig¢do de fluxo de calor de estado estacionario, o sinal medido 7 (diferenga
de temperatura entre a amostra e a referéncia), é proporcional a diferenca nos fluxos de
calor, A¢, Um processo endotérmico na amostra, cria um 7 < 0 e Ap > 0, ou seja flui
calor do disco para a amostra. O reciproco ocorre para um processo exotérmico”>.

Como um caso particular das técnicas termoanaliticas, a Termogravimetria (TG),
¢ a que acompanha a variacdo da propriedade fisica massa, da amostra em fun¢do do
tempo (com a temperatura constante), ou em fun¢do da temperatura. O tipo mais
comum de experimentos empregando esta técnica ¢ a “Termogravimetria Dindmica”,
em que se submete a amostra a uma variagio constante de temperatura (controlada por
um programador), em um forno, enquanto uma balan¢a monitora sua massa. O aparelho
utilizado para a técnica ¢ chamado “Termobalan¢a” e para que se tenha resultados, ¢
preciso que se originem produtos de decomposi¢do térmica volateis, ou que ocorra
incorporag¢do de atomos ou moléculas, provenientes dos gases da atmosfera do forno,
respectivamente aumentado ou diminuindo a massa original da amostra™.

A Figura 57, mostra os termogramas obtidos para o acido 4-hidroxibenzdico. A
estabilidade térmica foi observada entre 25 a 176 °C Esta temperatura é o inicio do
processo de decomposicdo observado na curva de perda de massa. A perda de massa do

mondmero se torna pronunciada com o aumento da temperatura em até 90% de perda de
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massa, 0 que evidencia a decomposi¢io térmica do mondmero. E importante ressaltar
que o processo de decomposi¢do € acompanhado pela fusdo do mondmero, o qual se EJ
inicia a 214 °C como pode ser observado nos termogramas de TGA e DSC (Figura57). \am
O resultado ¢ consistente com o valor da temperatura de fusdo reportado na literatura
para o mondmero, bem como o conhecimento do processo de degradacdo que o mesmo

sofre ao se fundir.
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Figura 57: Termogramas de TGA (—) e DSC (---) obtidos para o 4-HBA.

O processo de fusdo ¢ acompanhado por 10% de perda de massa devido a
competicdo entre fusdo e decomposi¢cdo. A finaliza¢do da fusdo acelera o processo de
decomposicdo e, no termograma de TGA, € observado um novo pico (ombro) a 250 °C
provavelmente relacionado ao processo de decomposigao.

O polimero mostrou uma curva térmica mais complexa, com quatro estagios de
perda de massa, conforme mostra a Figura 58. No primeiro estagio, foi observada uma
perda de massa de aproximadamente 20% a 100 °C. Devido a alta absor¢io de dgua pelo
polimero, este processo ¢ atribuido a dessor¢do de agua. O segundo e terceiro estagios
podem ser considerados juntos. Existe um declinio gradual da massa numa faixa de
temperatura entre 100 e 520 °C, com uma perda de massa de aproximadamente 18%. E
importante notar a presenga de trés picos endotérmicos na curva de DSC em 165, 318
432 °C (Figura 58). Estes picos estdo relacionados a eventos térmicos que

provavelmente podem ser atribuidos a processos de modificacdo e decomposi¢cdo de

fracdo de oligdmeros.
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Figura 58: Termogramas de TGA (—) e DSC (---) obtidos para o poli(4-HBA).

Outro aspecto importante ¢ que a perda de massa, na faixa avaliada, ocorre
lentamente, isto acontece pelo fato de que o aquecimento pode estar acarretando um
processo de polimerizagio adicional. Evidéncia favoravel a esta hipdtese € a melhora da
estabilidade térmica do sistema no quarto estdgio onde a perda de massa observada
entre 520 a 800 °C ¢ menos pronunciada que a observada no estdgio anterior. Uma
massa residual em cerca de 30% ¢ mantida a cerca de 800 °C, isto mostra que o poli(4-
HBA) apresenta boa estabilidade térmica em altas temperaturas que pode estar

associada a extensdo da cadeia polimérica formada no processo de eletropolimerizagao.

4.3.3 — Espectros de FTIR

Espectroscopia de absor¢do de Infra-Vermelho com Transformada de Fourier
(FTIR) ¢ uma técnica analitica baseada na freqiiéncia com que ligagdes quimicas vibram
quando submetidas a passagem de radiagdo eletromagnética (modo de transmissio).

Grupos funcionais e ligagdes polares dos elementos (por exemplo, Si, O, C, C e
N) absorvem em comprimentos de onda especificos, as quais correspondem a niveis de
energia da molécula (chamados nesse caso de niveis vibracionais). Tais freqiiéncias

dependem da geometria molecular, das massas dos atomos e eventualmente do
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acoplamento vibracional. Deste modo, a espectroscopia FTIR pode ser usada para medir
tanto qualitativamente como quantitativamente esses elementos numa amostra®”’.
Devido a presenca de varios grupos funcionais na molécula do mondémero, é
possivel identificar um espectro de estrutura complexa, conforme pode ser observado na
Figura 59. Na regido entre 3500 a 2500 cm™', observa-se a deformacdo da ligagio O-H
devido a presenca de OH fendlico (banda pouco ampla e intensa em 3400 cm™) e em
seguida um conjunto complexo e mais amplo devido a presenca de grupo OH de acido
carboxilico que normalmente se encontra entre 3300 a 2500 cm™. Devido & natureza
aromatica do 4cido p-hidroxibenzdico, nesta regido também (particularmente entre 3100

a 3000 cm']) existe a contribui¢do de bandas de absor¢do referentes ao estiramento da

ligacdo C-H de compostos aromaticos.
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Figura 59: Espectros de FTIR obtidos em pastilhas de KBr para: (A) 4-HBA e (B)

poli(4-HBA), com 20 ciclos consecutivos, em resolugio de 4 cm™.

De forma geral, entre 2000 a 450 cm™, pode ser observado um conjunto
complexo de absor¢des relativas aos grupos principais grupos funcionais existentes na
molécula do mondmero com destaque para: estiramento da ligagdo C=0, banda intensa
centrada em 1678 cm'l, as bandas em 1610 e 1594 ¢cm™ sdo associadas ao estiramento
das ligacdes C=C do esqueleto aromatico, a banda intensa centrada em 1243 cm™ &
atribuida ao estiramento da ligagdo C—O do acido carboxilico. Cabe ressaltar que esta

. -1 , . . .
regido entre 1300 a 1000 cm™ apresenta uma série de bandas associadas ao estiramento
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da ligacdo C-O e, neste caso, tanto ligada a estrutura do 4cido carboxilico como ao OH
fendlico do composto. A banda de média intensidade em 927 cm™ pode ser atribuida
principalmente a deformacédo fora do plano da ligacdo O—H do grupo 4cido carboxilico.
A regido entre 900 a 695 cm™ apresenta uma série de bandas de media intensidade,
atribuidas principalmente ao carater aromatico do acido 4-hidroxibenzoico (devido a
deformacdes fora do plano das liga¢cdes C—H do anel aromatico).

O polimero formado a partir da eletropolimerizagdo do acido 4-hidroxibenzdico
apresenta um espectro modificado considerando o espectro do mondmero de partida
(ver Figura 59). Com destaque para algumas observagoes.

A regido entre 4000 a 2000 cm™ apresenta um conjunto de bandas intensas na
regido de estiramento da ligagdo O—H. Neste conjunto € possivel distinguir pelo menos
trés bandas em 3558, 3482 e 3415 cm™. O aparecimento destas 3 bandas pode estar
associado a diferentes vizinhangas quanto a ligagdo O-H de fenol e de 4cido
carboxilico, presentes na estrutura, e possibilidade de envolvimento em ligacdes de
hidrogénio. A presenca destas bandas associadas ao aparecimento de bandas intensas
entre 1200 a 1000 cm™, particularmente as bandas em 1143 e 1083 cm™ sugere que o
polimero produzido possui multiplas ligagdes O—H e C—O respectivamente. Isto pode
sugerir duas possiveis rotas para formagdo do polimero: i) a formagdo do polimero nio
envolve os grupos hidroxila na formagdo das ligagdes™' ou ii) o polimero ¢ formado
predominantemente por ligagdes R-O-R como o poli(1,4-oxifenileno), fato suportado
pela presenca das bandas observadas na regido de 900 a 1150 cm™ ***”. Neste caso a
elevada intensidade da banda de OH ainda observada poderia estar relacionada
possivelmente a presenga de varias fragdes de oligomeros produzidas durante a
polimerizacdo, ou ainda a formacdo de uma estrutura heterogénea, um copolimero
contendo unidades fenolicas ligadas ao poli(oxifenileno). A presenca de ligacdes
R-O-R confirmaria a formag¢do de uma estrutura semelhante ao polioxifenileno,
entretanto ndo se observam bandas entre 1220 e 1250 cm™ atribuidas ao estiramento da
ligacdo C-O-C. Um indicio da formagdo destas ligagcdes, no entanto, pode ser sugerido
devido a presenca do ombro em 1203 cm™ associado ao estiramento da ligagio =C-O-
C=

A manuten¢do da estrutura do anel aromdtico pode ser considerada através da
presenca das bandas em 1642, 1600 cm™ atribuidas ao estiramento das ligagdes C=C do
sistema aromatico. Outro aspecto que deve ser ressaltado ¢ a existéncia de uma banda

na regido de 1700 a 1650 cm™ associada ao estiramento da ligagio C=0. A baixa
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intensidade desta banda, comparativa ao observado no mondmero, sugere que, durante a
polimerizacdo, ocorrem reagdes que modificam de forma significativa a estrutura
formada, com possivel descarboxilacdo ou comprometimento da carbonila em ligagdes
intermoleculares. A descarboxilagdo de derivados do acido 4-hidroxibenzoico ja foi
observada na literatura em processos de polimerizagdo enzimatica que leva a formagao

do poli(1,4 oxifenileno)****%.

4.3.3.1 — Espectros de FTIR em func¢do da temperatura

O poli(4-HBA) sofre processos de transigdes térmicas conforme ja observado
nos resultados de DSC e TG apresentados na Figura 58. Para avaliar se estes processos
podem interferir em modificagdes estruturais do polimero, avaliou-se a preservagdo dos
principais grupos funcionais do polimero pelos espectros de FTIR em funcdo da
temperatura de aquecimento. A Figura 60 mostra os espectros de FTIR para as amostras
de poli(4-HBA) quando submetidas ao aquecimento em mufla por 15 minutos sob
atmosfera inerte (N»).

Os espectros foram obtidos em temperaturas de 150, 300, 450 ¢ 600 °C. Como
pode ser visto na Figura 60, as principais bandas observadas para o polimero sem
tratamento térmico sdo mantidas, entretanto, ¢ possivel observar alteragdes na regido
3600 a 3000 cm'l, estiramento O—H, onde os trés picos observados claramente sdo
substituidos por uma banda larga centrada em 3453 cm.

Em comparagdo ao espectro do polimero original, outra regido alterada ¢ a
regido entre 1200 a 1000 cm™, onde se observa perda da defini¢do dos outros picos com
o aparecimento de um ombro em 1192 cm” ¢ uma banda centrada em 1113 cm™.
Quanto aos principais grupos funcionais, € possivel sugerir que a estrutura do polimero
nio ¢ fortemente alterada pelo tratamento térmico, entretanto a modificagdo destas
bandas pode estar relacionada a processos de formagao de novas ligagdes no polimero

como o possivel intercruzamento com o aumento da temperatura.
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Figura 60: Espectros de FTIR do poli(4-HBA) em pastilhas de KBr, apds tratamento térmico
em mufla por 15 minutos em atmosfera inerte, obtidos com 20 ciclos consecutivos, em

resolucdo de 4 cm™.

Na curva de TG (Figura58), observa-se perda de massa durante os processos, no
entanto, esta ¢ gradativa em uma faixa ampla de temperatura o que indica razoavel
estabilidade térmica do polimero. Neste caso, arranjos estruturais podem estar
ocorrendo, devido a incorporagdo de oligdmeros e processos de intercruzamento da

estrutura. Este fato ¢ observado na polimerizagdo do polietilfenol®".

4.4 — Mecanismo proposto para eletropolimeriza¢iao do 4-HBA

Conforme ja mencionado, ndo héa dados na literatura reportando a
eletropolimerizagio do 4-HBA. Benyoucef e colaboradores®®, investigaram
recentemente a eletropolimerizagdo por VC, do 4cido 2-aminobenzdico (2-AAB),
mondmero similar ao 4-HBA, sobre eletrodos de ouro e grafite em meio aquoso
utilizando-se acido percldrico como eletrdlito suporte.

O material eletroativo depositado foi investigado por medidas de FTIR in situ.
Os autores propuseram o mecanismo de eletropolimerizagdo do 2-AAB, via radical

levando a formagdo da amina secundaria, na qual sdo preservados os grupos carboxila
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do mondémero. O mecanismo proposto por Benyoucef e a estrutura do poli(2-AAB) ¢

mostrada na Figura 61.

fﬁ/H ©\ IJT?/H -~ \I\F/H
HO” C\\o ! ! HO' "0 !
2-AAB
HO\C,/ 0 !
2 N
NH
HO” C\\0
poli(2-AAB)

Figura 61: Mecanismo proposto na eletropolimerizagdo do 2-AAB**.

A proposta mecanistica de eletropolimerizagdo do 4-HBA> ¢ baseada na mesma
apresentada na Figura 61, contudo algumas considera¢des foram abordadas. Dentre elas
podemos citar:

i) Existéncia de reacdes EEC (Eletroquimica/Eletroquimica/Quimica) ou

ECE (Eletroquimica/Quimica/Eletroquimica);
ii) O produto ¢ formado preferencialmente por ataque nucleofilico e nao

radicalar conforme descrito por Benyoucef.

O mecanismo proposto para eletropolimerizagdo do &cido 4-hidroxibenzoico

59

0% “OH 0~ ~OH

segue as etapas mostradas na Figura 62.

Etapa I: Ox1da9a0 eletroqu1m1ca do 4-HBA
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Etapa 2: Caminhos de reagdo EEC e ECE

@%

Etapa 2.1 — Mecanismo EEC
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Etapa 2.2: Reagdo ECE
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Etapa 3: Acoplamentos-
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Etapa 3.1: Formacdo Dimero.
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Etapa 3.2: Formagdo de trimero.
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Etapa 3.3: Formacdo Tetramero.
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Figura 62: Mecanismo proposto na eletropolimerizagdo do 4-HBA.

Na etapa I, ocorre a oxidagdo eletroquimica do mondmero, com a perda de um
elétron. Apos esta oxidacdo é formado o cétion-radical que € estabilizado por suas
respectivas estruturas de ressonadncia. Esta estrutura ¢ o precursor do processo de
eletropolimerizacdo do 4-HBA.

Na etapa 2, a partir da formag¢ao do cation-radical, o mecanismo pode seguir dois
caminhos, EEC (Eletroquimico/Eletroquimico/Quimico — Etapa 2.1) ou ECE
(Eletroquimico/Quimico/Eletroquimico — Etapa 2.2). Para o EEC, ocorrem duas
oxidacdes sucessivas, com perda de um elétron em cada etapa, e posterior retirada de
um préton na etapa quimica, contundo na etapa ECE hd uma oxidagdo, perda de um
préton e conseqiiente oxidacdo. E importante ressaltar que ambos os mecanismos levam
a mesma estrutura. A estrutura III, portanto, produto mais estavel da reacdo EEC ou
ECE deve participar no processo de eletropolimeriza¢do do 4-HBA. Este intermediario,

sendo um cation, ¢ mais susceptivel ao ataque eletrofilico do 4-HBA do que o cation
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radical, conforme proposto por Benyoucef. Desta forma, a proposta mecanistica mais
provavel se dé pela interacdo do cation/mondmero e ndo cation-radical/monomero.

Na etapa III, o par de elétrons do oxigénio da hidroxila do 4-HBA, ataca o
carbocation, via ataque nucleofilico, formando a ligagdo C-O-C e produzindo um novo
carbocation intermediario. A perda de dois protons deste carbocation, origina o produto
de substituicdo (éter aromatico). Devido ao meio fortemente acido (HCIO4 0,50 mol
dm™) é pouco provavel a existéncia deste 4nion no meio reacional. Deste modo, o
ataque a um proton € extremamente favoravel formando um dimero com carga neutra
(Etapa 3.1). De maneira andloga, a hidroxila do dimero ataca outro carbocétion,
seguindo 0 mesmo mecanismo, levando a formacdo do trimero (Etapa 3.2), e
consecutivamente a reacdo se propaga na formacdo do tetramero (Etapa 3.3) até a
formagdo das cadeias maiores do poli(4-HBA).

Para melhor compreender a conformagdo espacial do polimero formado,
realizou-se uma simples otimizacdo molecular utilizando-se o software ACD/Chem
Sketch (Freeware) versdo 12.01', contendo apenas 15 unidades do 4-HBA. A
visualizacdo em 2 angulos diferentes da estrutura otimizada, proposta pelo software é
mostrada na Figura 63. Observa-se que ha distor¢do e rearranjo dos anéis aromaticos
para fora do plano, para melhor estabilizacdo da estrutura. Os grupos carboxilicos estdo

dispostos e susceptiveis a realizarem as ligagdes de hidrogénio intermoleculares.

Figura 63: Estrutura espacial otimizada para o poli(4-HBA), contendo 15 unidades

monomeéricas.

' Disponivel em: http://www.acdlabs.com/download/chemsketch; Acesso em: 05/08/2009.
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Outra rota de polimerizagdo do 4-HBA, que deve ser avaliada ¢ a

v

eletropolimerizagdo radicalar, envolvendo a estrutura IV. No caso deste mecanismo, @)

o

para melhor entender os acoplamentos, o radical ¢ apresentada na Figura 64.

HO,C O.
H_J
N v ,  Cabega
Cauda

Figura 64: Estrutura radicalar envolvida no processo de eletropolimerizacdo do 4-HBA.

Os encadeamentos possiveis podem ser expressos como: cabega-cauda; cabeca-
cabeca e cauda-cauda. As estruturas resultantes sdo apresentadas na Figura 65. Observa-
se que para o acoplamento cabeca-cauda, o produto gerado ¢ o mesmo da substituicdo
nucleofilica, podendo ainda ser formados o peroxido (cabega-cabeca) e a ligagcdo anel-

anel (cauda-cauda).

CO,H

CO,H
Cabega - Cauda /O/
o

( ~
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HO,C

HO,C HO

Cauda - Cauda O O

OH CO,H

Figura 65: Provaveis acoplamentos na eletropolimerizagédo do 4-HBA via mecanismo radicalar.




A formacgdo do produto principal como sendo o éter aromatico, proposta para o
poli(4-HBA) pode ser suportada pelo espectro de FTIR. Para verificar esta afirmacéo, o
mesmo procedimento de extragdo utilizado no item 4.3 foi realizado, contudo a
concentracdo da solucdo de eletropolimerizacdo foi mantida em 2,5 mmol dm™ e ndo 25
mmol dm™ a fim de se garantir um processo de eletropolimerizacdo mais proximo ao
utilizado sobre os EG. O espectro de FTIR para o poli(4-HBA) eletropolimerizado em

concentracdo de 2,5 mmol dm™e extraido com acetonitrila é mostrado na Figura 66.
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Figura 66: Espectro de FTIR obtido em pastilhas de KBr para o poli(4-HBA),
eletropolimerizado em 2,5 mmol dm™ do mondmero e extraido em acetonitrila, com 20 ciclos

. ~ -1
consecutivos, em resolucdo de 2 cm’ .

O espectro de FTIR apresentado na Figura 66 ¢ bastante semelhante ao obtido na
Figura 59, contudo € observado um deslocamento na banda de absor¢@o de carbonila, de
1701 (Figura 59) para 1618 cm™ (Figura 66). As trés bandas na Figura39, referentes ao
estiramento —C-O-C- em 1085, 1112 ¢ 1142 cm™ praticamente se mantém sendo
observadas na Figura 66 em 1088, 1112 e 1145 cm™. Isto permite dizer que a estrutura
do polimero ¢ preservada mesmo quando a eletropolimerizagdo foi conduzida em
concentracdo 10x maior que a utilizada nos EG (Figura59). O deslocamento da banda
do estiramento das ligacdes C=0 esta associado a possiveis interacdes de hidrogénio na
estrutura do polimero, sendo mais permitidas em baixas concentracdes do mondmero.

As bandas em 1637, 1484 cm™ atribuidas ao estiramento das ligagdes C=C do sistema
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aromatico, que confirmam a manutencdo da estrutura do anel aromatico. Contudo,
investigagdes com ressondncia magnética nuclear (RMN); cromatografia gasosa @)
acoplada ao espectrometro de massas (CG-MS) devem ser avaliadas para confirmar a \am
estrutura proposta.

A partir desta estrutura do poli(4-HBA) € possivel prever suas formas oxidadas e

reduzidas, as quais sdo mostradas na Figura67.
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Figura 67: Estruturas propostas para as formas oxidada e reduzida do poli(4-HBA).

Observa-se, pelas estruturas propostas, que no poli(4-HBA) as interacdes de
hidrogénio entre os dimeros de acidos carboxilicos ndo sdo mais permitidas, o que
resulta no aumento do comprimento de onda para a vibragdo do estiramento C=0.

Observa-se que tanto na forma reduzida como a oxidada podem ocorrer poucas
interagcdes dos grupos hidroxila e carboxila entre as moléculas no esqueleto polimérico.
Isto poderia fazer com que a freqiiéncia do estiramento C=0 diminuisse para menores
comprimentos de onda.

Contudo para o poli(4-HBA), ¢ observado um aumento na freqiiéncia do
estiramento C=0, o qual pode ser justificado por dois fatores: i) aumento de conjugacio
na estrutura do poli(4-HBA); ii) na forma oxidada, o oxigénio esta protonado, e as
interagdes dos grupos carboxila e hidroxila ndo sdo permitidas. Deste modo, os grupos

carboxilicos retornam aos seus valores caracteristicos, os quais sdo proximos a

1700 cm™.




4.5 — Investigacdes para imobilizacio de biomoléculas
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A etapa da imobilizagdo de biomoléculas sobre a superficie do eletrodo
desempenha um papel importante na obtencdo da sensibilidade, seletividade e
estabilidade do biossensor.

Estas caracteristicas sdo avaliadas por meio de controle quimico e cobertura de
superficie, garantindo assim a capacidade de reacdo, afinidade e estabilidade para a
biomolécula imobilizada®*. Biossensores baseados na hibridagio com DNA,
comumente chamados de genossensores, apresentam potencial para aplicacdes na
industria farmacéutica, analises forenses, diagnostico de doencas e outras™’. Outro
potencial de aplicacdo esta na imobiliza¢do de antigenos e sua reac¢do para formagdo de
complexos estdveis com o respectivo anticorpo especifico, denominando os chamados
imunossensores.

Apo6s andlise dos resultados obtidos para a eletropolimerizacdo dos filmes
poliméricos de poli(4-HBA), foi utilizado com base nos dados e discussoes realizadas
neste trabalho, a utilizagdo de filmes de poli(4-HBA) eletropolimerizado em meio acido
utilizando a deteccdo amperométrica para avaliagdo da superficie funcionalizada.
Assim, a aplicagdo destas plataformas na imobilizacdo de oligonucleotideos, visando a
detec¢do do evento de hibridizagdo, como também a imobilizagdo de um antigeno da
leishmaniose visceral (rK39), para detec¢do do anticorpo IgG especifico da doenga, foi

investigada.

4.5.1 — Aplicacdo das plataformas de poli(4-HBA) em genossensores

Os genossensores podem utilizar de interagdes covalentes de oligonucleotideos
com as cadeias poliméricas, minimizando efeitos de lixiviacdo das sondas, sendo que as
mudangas decorrentes da hibridagdo podem ser detectadas, utilizando-se métodos
eletroquimicos de detec¢do direta das bases nitrogenadas componentes do DNA ou via
indireta, utilizando-se mediadores ou intercaladores de duplas fitas do DNA. Este
sistema ¢ atrativo, visto que simplifica a construcdo do sensor e ndo requer elaboradas
sinteses para funcionalizagdo de PC**°.

Investigagdes foram conduzidas, utilizando-se os filmes poliméricos derivados
do 4acido 4-hidroxibenzdico (4-HBA) como plataforma para imobilizacdo de

oligonucleotideo (poliGA), bem como a detec¢do da hibridagdio com o alvo




complementar (poliGA:poliCT). Os resultados experimentais, para verificagdo da
viabilidade do processo de imobilizagdo e hibridizagdo foram obtidos por meio de @)
A

voltametria de pulso diferencial, na deteccdo direta como também a utilizagdo de Am e

BE como agentes intercaladores.

4.5.1.1 — Detecgdo direta de oligonucleotideos

A detec¢do direta dos processos de hibridizacdo, para a imobilizacdo de
oligonucleotideos ¢ baseada nos sitios de oxidacdo das bases presentes ao longo do
oligonucleotideo utilizado. E bem conhecido que dentre as bases do DNA, a guanina ¢
utilizada como marcador por apresentar o menor potencial de oxidacdo, entre as demais
bases. Os sitios de oxidagdo para as bases nitrogenadas sdo mostrados na Figura 68.
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Figura 68: Pareamento Watson-Crick de bases e os respectivos sitios de oxidacdo e
reducdo do DNA®7*®_(0) sitios de oxidagio para A e G e (0) sitios de redugdo para A,
CeG.
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La-Scalea e colaboradores™" apresentaram uma visdo geral da evolug¢do do

estudo e determinag@o eletroquimica de acidos nucléicos, utilizando-se eletrodos de



mercurio, além dos recentes avangos no desenvolvimento de eletrodos modificados com
DNA. Além disso, o mecanismo de oxidacdo para cada base nitrogenada ¢ descrita na
literatura®*®.

O oligonucleotideo (poliGA) imobilizado na superficie dos eletrodos
modificados com o polimero foram analisados de acordo com a resposta eletroquimica
das bases guanina e adenina.

A Figura 69 mostra que as bases purinicas sdo oxidadas na superficie do eletrodo

modificado, apresentando atividade eletroquimica quando presentes na superficie do

eletrodo modificado.
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Figura 69: VPD obtidos em solugdo de tampdo fosfato 0,10 mol dm™ para o EG/4-HBA
contendo: (a) poli GA ¢ o hibrido (b) poliGA:CT,;

Apds a interacdo com alvo complementar poliCT, ndo foi observado
deslocamento relevante dos potenciais de oxidacdo das bases purinicas analisadas, mas
ocorreu uma diminui¢do nos valores de corrente de oxidac¢do destas bases, sendo esta
variagdo mais significativa para a oxidacdo da guanosina monofosfato. A guanina,
conforme ja mencionado ¢ um biomarcador usual para biossensores. Esta diminui¢do de
corrente de oxidagdo sugere que os sitios ativos destas bases estdo mais impedidos
devido a interagdes especificas com as bases pirmidinicas complementares, indicando a
hibridacdo entre a sonda e o alvo complementar, além disso a dSDNA apresenta maior

rigidiz estrutural o que dificulta a oxidacdo das bases purinas.
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4.5.1.1.1 - Efeito do tempo de hibridizacdo

A eficiéncia na hibridizagdo da sonda dos oligonucleotideos com o alvo
complementar ¢ dependente do tempo de hibridizacdo. A Figura 70 mostra os valores da
corrente de pico anddica monitorados para a guanina em fun¢do do tempo de incubagéo

com o alvo complementar.
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Figura 70: Corrente de pico anddica de oxidagdo da guanosina monofosfato em fungdo do
tempo de hibridizagdo no EG/4-HBA contendo poliGA. Tieuacio = 42 °C, v = 10 mV s
Amplitude: 50 mV; Pulso: 50 ms.

Com o aumento no tempo de incubagdo, os valores de I, diminuem devido a
interacdo das bases contidas na sonda com o alvo complementar na superficie do
eletrodo, o que faz com que os sitios de oxidacdo das bases estejam protegidos pelas
interagdes de hidrogénio, conforme ja discutido no item 4.5.1.1. Contudo, a diferenca de
correntes de oxidacdo entre sSDNA e dsDNA néo decorre apenas do fato dos sitios de
oxidacdo do dsDNA estarem protegidos por participarem das liga¢des de hidrogénio da
dupla hélice, mas também por sua menor flexibilidade e maior dificuldade de adsorcéo
na superficie de eletrodos™’.

A reag@o de hibridizacdo aparentemente se completa apos 5 minutos, quando

ndo ¢ observado mais variagdo nos valores de I,,. Foi determinado, desta forma um

tempo em cerca de 3 vezes mais que este, sendo desta forma estipulado 15 minutos
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como tempo suficiente para a interagdo da sonda com o alvo complementar sobre os

eletrodos modificados de grafite modificados com filmes poliméricos de poli(4-HBA).

4.5.1.2 — Detecgiio de oligonucleotideos utilizando-se o Azul de Metileno

A fabricacdo de superficies de DNA as quais sejam reprodutiveis, estaveis e
seletivas a seqiiéncias complementares do DNA ¢ um ponto crucial no desenvolvimento
da biotecnologia emergente dos chamados chips de DNA bem como os dispositivos
simples para detecgdo de alvos complementares'”.

Para essas aplicacdes, transdugdo eletroquimica da superficie de hibridizacdo
apresenta uma perspectiva atrativa em termos de rapidez na andlise, instrumentacio
simples, custo e possibilidade de miniaturizagdo™”’. Varios indicadores tém sido
envolvidos nos biossensores de hibridizagdo de DNA, dentre eles podemos destacar o
azul de metileno.

O comportamento eletroquimico do azul de metileno foi previamente

investigado sobre EG. Os VC sao mostrados na Figura 71.
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Figura 71: VC de 5,0 x 10™* mol dm™ de AM obtido com EG. Eletrélito: Tampio fosfato 0,10
mol dm>, pH 7,40; v =100 mV s”. Onde: (---) VC do eletrdlito suporte.
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Os picos observados em -0,17 e -0,20 V sdo atribuidos ao par redox do azul de
metileno/azul de leucometileno” em um processo de transferéncia eletrénica que efe
envolve dois elétrons, conforme ja descrito por Tani e colaboradores'?’=%8%301  Ag '

estruturas envolvidas na reducdo do azul de metileno sdo mostradas na Figura 72.
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Figura 72: Estruturas quimicas envolvidas na redugio do azul de metileno'*"*%,

No procedimento de utilizacdo de intercaladores para detec¢do e discriminagdo
nos eventos de hibridizag¢@o, o eletrodo contendo a sonda e o hibrido ¢ geralmente
colocado em contato com o intercalador, promovendo a adsor¢do do mesmo, conforme
ilustrado na Figura 13.

As mudangas nas correntes de pico para o AM foram obtidas para cada etapa de
preparagdo do sensor. Deste modo, a superficie do sensor foi colocada em contato com
solu¢do do AM por 5 minutos, no qual ocorre interacdo do AM com as bases de guanina
na sonda ou intercala entre pares de guanina-citosina na dupla fita, ap6s hibridizag@o. O
tempo de 5 minutos foi baseado em estudos reportados por Meric e Henry'”>'°. A
superficie apds adsor¢do é lavada rapidamente, por cerca de 6 segundos, para eliminar

qualquer excesso de AM. As medidas de VPD foram realizadas em vez de VC para

melhorar a sensibilidade do processo de detec¢@o. Assim os VPD foram obtidos em

% O termo leuco, significa “branco”, pois quando o azul de metileno se reduz a

leucometileno, tornando-se incolor.




solug@o de tampdo fosfato livre de AM, a fim de garantir que o sinal medido representa
apenas a superficie do complexo DNA-AM.

Contudo antes disso, a adsor¢do do AM sobre os EG ¢ EG/4-HBA foi
investigada. Os VPD mostrados na Figura 73 foram obtidos para os eletrodos EG e

EG/4-HBA ap6s 5 minutos em contato com 18 uL de AM 5,0 x 10 mol dm™.
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Figura 73: VPD obtidos para: (---) EG ¢ (—) EG/4-HBA contendo 18 pL de AM 5,0 x 10™* mol
dm”. Eletrélito: Tampdo fosfato 0,10 mol dm™, pH 7,40. Amplitude: 25 mV; Periodo Pulso:

0,20 s; Altura Pulso: 0,06 s; v=20mV s™. Tempo de adsor¢doay = 5 minutos.

Observa-se que nas mesmas condi¢des de imobilizagdo o AM apresenta uma
grande afinidade pela superficie do EG/4-HBA. O aumento de 300% no valor de
corrente observado pode estar relacionado a caracteristica anionica do filme de poli(4-
HBA), conforme discutido no item 4.1.5. Isso levaria a atragdo eletrostatica entre o
polimero e o AM, ficando este adsorvido na superficie do EG/4-HBA e resultando no
aumento nos valores de I,,. Para o eletrodo de grafite ndo-modificado Wang e
colaboradores®®, ja demonstraram que o aumento no sinal do AM, quando realizado
ciclos sucessivos ¢ atribuido a adsorcdo dos compostos fenotiazinicos sobre a superficie
dos eletrodos de grafite, deste modo, trabalhou-se sempre com o primeiro VPD. Outro
fator ¢ o deslocamento em cerca de 50 mV, para potenciais mais anddicos, o que

corrobora com a atuacdo do poli(4-HBA) no processo de transferéncia eletronica.
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Deste modo, a detec¢ao de hibridizagdo foi acompanhada pela reducdo do AM,
onde a eletroatividade desde composto levou a discriminagdo da forma hibrida da e
sonda. A diminui¢d0 no acesso as bases guanina, para interagdo com AM, apos a Ao
hibridizacdo da sonda de poliGA com o alvo complementar (poliCT) promove um
decréscimo nos sinais voltamétricos de reducdo do AM. Este decréscimo na corrente do

AM ap0s hibridizagdo ¢ mostrado claramente pelo VPD da Figura 74.
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Figura 74: VPD obtidos para: (—) ssDNA e (---) dsDNA contendo 18 pL de AM 5,0 x 10 mol
dm?. Eletrélito: Tampao fosfato 0,10 mol dm’, pH 7,40. Amplitude: 25 mV; Periodo Pulso:

0,20 s; Altura Pulso: 0,06 s; v =20 mV s". Tempo de adsor¢ioay = 5 minutos. (---) VPD do
EG/4-HBA no eletrdlito suporte.



Na Figura 74A, ¢ mostrado que o EG/4-HBA apresenta atividade eletroquimica
no eletrolito suporte livre de AM, isto estando relacionado a eletroquimica do material
adsorvido. Esta atividade ¢ observada nos potencias de -0,13 e +0,012 V. Porém um
pico voltamétrico bem definido ¢ observado para a reducdo do AM adsorvido sobre os
eletrodos de grafite modificado com poli(4-HBA), contendo a sonda e o hibrido em
aproximadamente -0,26 V. Assim, apesar do processo eletroquimico observado para o
poli(4-HBA), este ndo interfere na reducdo do AM. A Figura 74B, mostra a subtragdo
da linha base para os VPD dos eletrodos ssDNA e dsDNA contendo o AM.

A intensidade de I, € atribuida a interagdo do AM com os residuos de guanina
do ssDNA. A magnitude do pico desta forma reflete na extensdo da interacdo do AM
com o ssDNA e dsDNA. Apos exposi¢do da interface com o alvo, o qual contém a
complementacdo da sonda, uma diminui¢do na corrente em cerca de 20% ¢ obtida. Este
diminui¢do na corrente reflete em grande diferenca na afinidade do AM aos pares de
bases da guanina presentes na sonda, causada pela formac¢@o do hibrido que diminui o
acesso de intercalacio as bases guanina. Segundo Meric'*®, esta diminuicdo ¢ atribuida a
inibicdo pelo efeito estérico dos grupos reduziveis do AM intercalados entre a dupla
hélice do DNA.

Kara e colaboradoresl94, estudaram a influencia da forca idnica nos efeitos de
intercalagdo e atracdo eletrostatica do AM a ssDNA e dsDNA. Eles demonstraram que
em baixa for¢a i0nica, a interagdo entre dSDNA e AM ¢ eletrostatica, de modo que a
natureza da intercala¢do é mudada, devido ao AM ser conhecido como intercalador. A
justificativa se refere a assumir que as cargas positivas do AM séo eletrostaticamente
atraidas pelas cargas negativas dos grupos fosfato no esqueleto do DNA. Sobre
condigdes de baixa forca idnica, este efeito eletrostatico sobrepde o efeito de
intercala¢do. Os autores demonstraram quem em 20 mmol dm™ de NaCl, tem-se a forca
i0nica ideal para somente observar efeitos de intercalacdo sobre dsDNA. Enquanto que
para ssDNA nesta forca idnica, é observado somente a interagdo do AM com as bases
guanina.

O BSA ¢ uma proteina inerte que pode ser utilizada durante o procedimento de
imobilizacdo, que previne adsor¢des ndo especificas sobre a superficie do sensor.
Apesar deste procedimento ndo ter sido utilizado, o sensor mostrou-se eficiente para
deteccdo do evento de hibridizagdo e mostra-se promissor para incorporagdo de

fragmentos de DNA que sejam especificos.
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Viérios artigos descritos na literatura corroboram com o resultado obtido, e
dentre estes podemos destacar os recentes avangos na utilizagdo do azul de metileno por ~efe
Zhang e Hu'”’, que demonstraram o efeito de intercalagio do AM a dupla fita do DNA Ao
(dsDNA). Neste trabalho, os autores estudaram a construgdo e utilizacdo de um sensor
para detec¢do de danos naturais a dsSDNA sobre filmes de PPS/(PDDA/dsDNA), onde
PPS ¢ o poliestireno sulfonado e PDDA corresponde ao polidialildimetilamonio. O AM
foi intercalado sobre estes filmes como sonda eletroativa. A principal interagdo do AM
com a dsDNA ¢ a intercala¢do aos pares de base do DNA. A inducdo dos danos, foi
promovida pelo agente genotdxico, oxido de estireno (SO)’, com utilizagdo da VC para
deteccdo do AM. A formacdo dos adutos de SO com guaninas e adeninas nao
influenciam substancialmente na conformac¢do do dsDNA, contudo irdo dificultar e/ou
bloquear a intercalagdo do AM, resultando na menor quantidade de carga de MB nos
filmes. O resultado ¢ a diminui¢do dos picos redox do AM adsorvidos para o dsDNA ¢
danificado. O sensor, desta forma, promove uma abordagem sensivel para detectar uma
lesio quimica ao DNA, o qual combina uma sonda eletroativa que interage
especificamente com dsDNA.

Ozkan e colaboradores'®’, mostraram os fortes efeitos de interacdo do AM com
as bases guanina para sondas nao hibridizadas. Neste trabalho, os autores investigaram
um biossensor para hibridiza¢do de sondas de 4cidos nucléicos (AN). Monocamadas
automontadas de enxofre foram depositadas sobre eletrodos de ouro, formando um
filme ativo com AN. As mudancas nas correntes de pico do AM, utilizado como
indicador eletroativo foi monitorado apds a hibridizagdo da sonda com o alvo
complementar. Discriminagdes efetivas em pontos de mutacdo da seqiiéncia de DNA
puderam ser avaliadas, o que garante um alto desempenho do sensor utilizado.

Henry e colaboradores'®’, exploraram a utilizagio do AM como indicador
eletroquimico de hibridizacdo de produtos de PCR, para genes sintéticos do cancer de
mama. Os autores avaliaram a intera¢do do indicador com as bases guanina livres com
conseqiiente reducdo do AM. As medidas foram otimizadas em fun¢do da concentracio
do AM, tempo de hibridizagdo e regeneracdo. Foi obtido uma faixa de trabalho de 6-50
nmol dm™ com o alvo complementar tendo um LD de 17 mol dm™. As medidas foram

rapidas, necessitando de um pequeno tempo de incubacdo com o azul de metileno.
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Meric e colboradores'”®, desenvolveram um biossensor eletroquimico de DNA,
baseado pela imobilizagdo de oligonucleotideos, sobre eletrodos de pasta de carbono ~egfe
utilizando AM como indicador, para detec¢do de hibridizagdo de produtos de PCR Ao
amplificados de DNA extraidos de sangue humano para deteccdo de seqiiéncias de
DNA para os virus da hepatite B ¢ TTV". Como resultados, foi observado queda no
sinal do AM, comparando a sua interacdo com dsDNA e ssDNA. Desta forma, esta
diferenga no sinal foi utilizada para deteccdo de seqiiéncia de DNA de doencgas
infecciosas de amostras reais. Os autores avaliaram o biossensor em comparacdo a
técnica de eletroforese, obtendo-se 90% de confiabilidade.

Erdem e colaboradores'®, utilizaram o AM para deteccdo de pequenos
segmentos de DNA para o virus da Hepatite B, mostrando um método simples, baixo
custo e com rapida resposta de detecgc@o. Foi possivel a discriminagdo dos eventos de
hibridizacdo pela interagdo do AM com as bases guanina. Os autores utilizaram 21 pares
de base e demonstraram que as bases guanina ndo hibridizadas aumenta o sinal
voltamétrico de reducdo do AM pelas interagdes. Segundo os mesmos autores foi o

primeiro trabalho descrito na literatura utilizando o AM para esta finalidade.

4.5.1.3 — Detecgdo de oligonucleotideos utilizando-se o brometo de etidio

Neste trabalho também foi investigada a deteccdo voltametria de
oligonucleotideos, utilizando EB como intercalador eletroativo. O voltamograma ciclico
do EB (Figura 75), obtido para o EG, em tampao fosfato, mostra uma onda anoddica
irreversivel em +0,62 V.

Pode-se observar pela Figura76, que o mesmo processo eletroquimico ¢
observado, por VPD para os EG e EG/4-HBA quando em contato por 5 minutos com 18
uL de BE 5,0 x 10 mol dm™. E observado um aumento nos valores de I,a para 0 EG/4-
HBA, isto sugere que hé interacdo entre o brometo de etidio e o poli(4-HBA). Esta
interag@o ¢ principalmente eletrostatica, devido ao aumento observado nos valores de
corrente. Um deslocamento 28 mV também pode ser observado, resultando no

deslocamento para potenciais menos catodicos.

Y TTV € um virus descoberto em 1997 no Japdo a partir de um paciente portador de

hepatite pds-transfusional de origem desconhecida.
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Figura 75: VC de 5,0 x 10* mol dm™ de BE sobre eletrodo de grafite. Eletrolito: Tampio
fosfato 0,10 mol drn'3, pH 7,40; v = 100 mV s”'. Linha pontilhada representa VC do eletrdlito

suporte.

Um pico de oxidagao irreversivel em +0,62 V no voltamograma ciclo do BE foi
observado sobre o eletrodo de grafite (Figura 75). Contudo foi encontrado um aumento
na sensibilidade das respostas de corrente utilizando-se voltametria de pulso diferencial

nas mesmas condig¢des utilizando-se o BE adsorvido sobre o eletrodo durante 5 minutos.
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Figura 76: VPD obtidos para: (---) EG e (—) EG/4-HBA; contendo BE adsorvido 5,0 x
10 mol dm™. Eletrolito: Tampao fosfato 0,10 mol dm'3, pH 7,40. Amplitude: 25 mV;
Periodo Pulso: 0,20 s; Altura Pulso: 0,06 s; v =20 mV st Tempo de adsor¢dogg = 5

minutos.
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A VPD foi utilizada neste trabalho devido a sua excelente sensibilidade. Os
pardmetros eletroquimicos da VPD para a detec¢do do BE sobre os eletrodos de grafite e
foram otimizados sendo entdo aplicados ao eletrodo modificado. Considerando-se a \am
seletividade e sensibilidade, a varredura foi realizada de +0,30 a +0,90 V, 20 mV s'l, 25
mV de amplitude de pulso e 60 ms de altura do pulso, sendo utilizados para detec¢do do
BE quando em contato com ssDNA e dsDNA, sobre eletrodos de grafite modificados
com poli(4-HBA). Estes parametros sdo idénticos aos utilizados nos trabalhos de Qi e
colaboradores®'®, objetivando a mesma detecg3o.

O BE foi intercalado sobre ssDNA e dsDNA para se observar a intercalagdo do
BE ao sistema dsDNA/BE no EG/4-HBA. A detec¢do do alvo complementar foi
realizada pela medida da corrente de pico anddica do BE. Nenhum processo

eletroquimico foi observado para o EG/4-HBA na faixa de potencial de +0,30 a +0,90

V. Os VPD para o ssDNA e dsDNA apds contato com o intercalador é mostrado na

Figura 77.
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Figura 77: VPD para o BE adsorvido sobre os EG/4-HBA contendo (---) ssDNA e (—)
dsDNA. Eletrélito: tampdo fosfato 0,10 mol dm>, pH 7,40; amplitude: 25 mV; periodo do
pulso: 0,2 s, pulso: 0,06 s.

Quando o experimento de controle, ssDNA/EG/4-HBA foi colocado em contato
com ¢ BE e apds 5 minutos, lavado em tampao fosfato o valor da I, , foi econtrado em

60 1A, o qual € banstante similar ao encontrado para a adsor¢do do BE somente sobre o

EG/4-HBA(ver Figura76).




Por outro lado, quando o poliGA (ssDNA) foi colocado em contato com 0,183
mol dm™ do alvo complementar (poliCT), ¢ o sistema foi incubado por 15 min a 42 °C, T @)
ocorre a formagao do hibrido. Apos este periodo o eletrodo foi lavado e depois 5,0 x 10 \am
* mol dm™ de BE foi colocado sobre o eletrodo por 5 min e tambem lavado. A corrente
resultante da adsor¢do do BE foi de 80 uA, cerca de 133% maior que a do
ssDNA/EG/4-HBA. Isto é consideravel porque o valor da I, , € derivada das liga¢do do
EB ao dsDNA na superficie do eletrodo. Visando garantir a intercalacdo do cation
etidio a dsDNA, o eletrodo foi lavado com um volume adicional de 15 mL da solucdo
tampao. Depois da lavagem, nenhuma diminui¢do consideravel foi observada no valor

de 1, para os VPD contendo o dsDNA/EG/4-HBA.
4.5.2 — Aplicacdo das plataformas de poli(4-HBA) em imunossensores impedimétricos

Um segundo mecanismo de aplicacdo das plataformas de poli(4-HBA), foi a
utilizacdo das mesmas na construcdo de um imunossensor para deteccdo de
leishmaniose visceral.

Neste trabalho, o antigeno rK39, foi imobilizado sobre a superficie dos eletrodos
modificados com poli(4-HBA) e realizada a deteccdo com o anticorpo IgG. Foram
feitos testes com os anticorpos denominados IgG+ (positivo para leishmaniose) e IgG-
(negativo para leishmaniose) sendo a detec¢do realizada por EIE.

Através das medidas de resisténcia a transferéncia de carga (Ry) utilizando-se o
par redox ferro/ferricianeto de potassio como sonda de deteccdo, demonstrou-se que o
sensor apresenta boa sensibilidade na detec¢do da interagdo do anticorpo com o
antigeno da LV.

A Figura 78, mostra os espectros de impedancia eletroquimica, denominados
Nyquist e Bode, dos imunossensores, contendo o antigeno rK39 e sua interacdo com
anticorpos positivos e negativos para LV, imobilizados sobre os eletrodos contendo
poli(4-HBA). Os espectros foram obtidos em potencial de + 0,25 V, sendo a regido

faradaica do par redox, conforme ja apresentado no item 4.1.5.
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Figura 78: Espectros de impedancia eletroquimica, apresentados como diagramas de Nyquist
(A) e Bode (B), obtidos em solugio de ferro/ferricianeto de potassio 5,00 mmol dm™ contendo
KCl1 0,10 mol dm™, para o EG/4-HBA contendo: ([)) rk39; e na presenca dos anticorpos (O)
IgG+ e (A) IgG-. Epa: 0,25 V; Amplitude: 5 mV; Faixa de freqiiéncia: 10° a 10 Hz. As linhas

solidas representam o ajuste dos dados experimentais a um circuito equivalente.

Conforme observado, para os trés sistemas investigados ¢ evidente o
aparecimento de dois semicirculos bem definidos, um em regides de altas freqiiéncias
relacionado ao transporte cinético do par redox e outro em regides de baixa freqiiéncia,
relacionado ao processo resistivo do poli(4-HBA), conforme discutido no item 4.2.4. Os

dados foram simulados utilizando-se o mesmo circuito apresentado na Figura 44,
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representado por Rg[(Ric.1W)Qqc.1](Rc2Qdc2). Contundo, o circuito deveria apresentar
uma constante de tempo adicional devido a mudanga superficial pela imobilizagdo do
material biologico, por tal suposicdo tem-se a necessidade de utilizagdo de um circuito
mais complexo. Dentre os parametros associados ao circuito, a consideragdo de efeitos
de difusdo finita (reflexiva ou transmissiva) pelo transporte de massa no interior do
filme polimérico, deve ser levada em consideragdo. Desde modo, optamos pelo mesmo
circuito da Figura 44, por apresentar maior simplicidade e adequag¢do aos dados
experimentais, o qual ndo descarta em trabalhos futuros a utilizagcdo e investigagdo de
outros circuitos que se adaptam melhor ao sistema analizado.

O circuito utilizado apresentou valor de xz, na ordem de 10'2, mostrando-se
adequado para apoiar e caracterizar os resultados experimentais. Os paradmetros obtidos

com o circuito proposto estdo apresentados na Tabela 8.

Tabela 8: Parametros obtidos, a partir dos resultados de simulagio por EIE para o imunossensor

na presenca do alvo positivo e negativo para LV, utilizando KCI 0,10 mol dm™.

rK39 IgG+ IgG-
R,/ Qcm’ 3,64 9,93 7,25
Qudc / mF cm™ 0,24 0,35 0,33
n, 0,81 0,70 0,73
R / Qcm? 95,30 175,40 103,90
W,/ Qcem’ s 0,014 0,0062 0,013
Quc2 / mF cm™ 25,43 31,47 39,56
n, 0,94 1,00 1,00
Ri; / Q cm? 1070 798 616
x* / (x 107) 7,10 1,84 4,64

Pelos dados da Tabela 8, observa-se que as resisténcias 6hmicas total a solucdo
Rs, é cerca de 3x superior na presenga do anticorpo positivo e 2x maior do anticorpo
negativo, quando comparado ao antigeno rK39. Isto indica que hd aumento na
resisténcia do sistema devido a interacdo antigeno-anticorpo, sobre a superficie do
eletrodo. O aumento na resisténcia para o IgG- pode ser explicado por interagdes nio

especificas com a superficie funcionalizada.
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O valor de Ry para o eletrodo contendo apenas o antigeno é de 95,80 Q.
Contudo observa-se um aumento significativo na presenga no IgG+ para 175,40 Q
(cerca de 185%). Na presenca do anticorpo negativo é observado um ligeiro aumento
para 103,90 Q (+108,5 %). Este aumento de 185% no valor de resisténcia a
transferéncia de carga, para o IgG+ esta relacionado a interagdo antigeno-anticorpo, que
bloqueia a superficie do eletrodo com consegqiiente repulsdo do par redox [Fe(CN)q]™™.
O valor de Ry para o IgG- ¢ muito proximo ao do rK39, isto indica que ndo ha
interagdo pelo sistema. Praticamente em toda a literatura encontrada para os
imunossensores impedimétricos a media ¢ realiza em funcdo deste parametro R.
Devido a isto que os valores de Ry representam o principal pardmetro para avaliar a
seletividade do imunossensor.

A capacitancia da dupla camada praticamente equivalente na presenga dos
anticorpos IgG+ e IgG-. Quando os valores de Q4c; sdo comparados ao eletrodo
contendo somente o antigeno ¢ observado um aumento, o que indica a presenca de
maior grupos redox sobre a superficie do eletrodo.

Um fato interessante utilizado para avaliar a especificidade do imunossensor, foi
a variagcdo da forca idnica do meio. Assim, o aumento na concentra¢do do eletrolito
suporte em cerca de 10x mostrou resultados completamente antagénicos aos discutidos
anteriormente. Os espectros de impedancia eletroquimica, obtidos nas mesmas
condi¢des que o da Figura 78, alterando somente a concentracdo do eletrolito suporte,
KClI para 1,00 mol dm™ ¢ lustrado na Figura 79.

O mesmo perfil para os diagramas de Nyquist ¢ Bode apresentados na Figura 78
¢ mostrado na Figura 79, os quais se caracterizam por dois semicirculos, ja discutidos.
O circuito equivalente utilizado foi o0 mesmo da Figura 44, ou seja ndo se alterou o
circuito equivalente. Valores de x* na ordem de 10 demonstram a boa correlagdo dos
dados experimentais com o circuito proposto. Os resultados obtidos com o circuito
equivalente, nesta forca i0nica, estdo distribuidos na Tabela 9.

Quando se aumenta a forca idnica do meio, o efeito eletrostatico do sistema ¢é
suprimido, podendo-se avaliar, entretanto os verdadeiros efeitos de “acesso a superficie”

do eletrodo pelo par redox.
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Figura 79: Espectros de impedancia eletroquimica, apresentados como diagramas de Nyquist
(A) e Bode (B), obtidos em solugdo de ferro/ferricianeto de potassio 5,00 mmol dm™ contendo
KCI 1,00 mol dm™, para os eletrodos de poli(4-HBA) contendo: () rk39; e na presenca dos
anticorpos: (O) IgG+ e (A) IgG-. E,,: 0,25 V; Amplitude: 5 mV; Faixa de freqiiéncia: 10°a 107

Hz. As linhas sélidas representam os resultados de simulag@o.

Os valores de Rs se mostram muito menores quando comparados aos
apresentados na Tabela 8. Isto pode ser notado pelo aumento da for¢a idnica do meio, o
que faz com que a resisténcia do sistema diminua. Contudo, quando se compara os trés
sistemas mostrados na Tabela 9, na presenca do IgG+ ha uma diminui¢@o na resisténcia
total do sistema, o que indica a formag¢do de um sistema menos resistivo, quando

comparado aos sistemas rK39 e rK39/IgG-.
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Tabela 9: Parametros obtidos, a partir dos resultados de simulagdo por EIE para o imunossensor

na presenga do alvo positivo e negativo, para LV, utilizando KCI 1,00 mol dm?.

rK39 IgG+ IgG-
Rs/ Q cm’ 1,26 0,82 0,90
Qa / mF cm™ 1,00 0,86 0,48
n; 0,66 0,69 0,72
R / Qcm’ 37,70 19,11 47,80
W / Qem?’s™? 0,015 0,021 0,012
Qa / mF cm™ 61,70 50,21 22,88
n, 1,00 1,00 1,00
R / Q cm® 450 475 549
x* / (x107) 2,95 3,61 1,45

Os valores de R para o sistema contendo apenas o antigeno ¢ estimado em
37,70 Q, préximo ao encontrado para o sistema na presenca do IgG-, que ¢ de 47,8 Q
(+125%). O valor da resisténcia a transferéncia de carga na presenca do IgG+ ¢ de 19,11
Q (-50%). Isto indica que uma maior velocidade de transferéncia eletronica do par
redox & observada para o sistema contendo a interacdo antigeno-anticorpo. Neste caso, o
acesso a superficie € favorecido pelo sistema. Nao ha relatos na literatura sobre este tipo
de investigacdo, nem explicagcdes que sejam plausiveis. O que € viavel ser sugerido ¢ a
diminui¢do dos efeitos da corrente de migracdo (eletrostatica) e a verdadeira interacdo
do par redox com as biomoléculas imobilizadas.

Goulart e colaboradores'*®, apresentaram uma revisdo recente sobre a utilizagio
de bio-marcadores para diagndstico de doengas infectocontagiosas e seu potencial de
aplicacdo em sensores. Dentre as doengas apresentadas, os autores mostraram para a LV
a imobilizacdo da rK39 sobre plataformas funcionalizadas com filmes poliméricos
derivados do 4cido 4-hidroxifenilacético tendo-se obtido resultados semelhantes aos
encontrados com os filmes derivados de acido 4-hidroxibenzodico. Isto demonstra que
estas superficies funcionalizadas apresentam grande aplicabilidade na imobilizagdo das

biomoléculas.
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4 — CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Foi possivel realizar a eletropolimerizagdo do acido 4-hidroxibenzdico sobre
eletrodos de grafite. O material adsorvido apresenta atividade eletroquimica reversivel e
controlada por difusdo. Interessantes propriedades de troca catidonica e anionica foram
demonstradas com os pares redox Ru(NH3)¢Cl, e Ku(FeCN)¢/K;3(FeCN)s para o
polimero formado.

A eletropolimerizagdo conduzida em diferentes valores de pH mostrou a
formacdo de filmes com comportamentos eletroquimicos  distintos. A
eletropolimerizagio foi realizada em meio 4cido, neutro e basico. E possivel observar
que, quando eletropolimerizado em meio acido e neutro, o poli(4-HBA) apresenta
atividade eletroquimica com dois pares redox eletroativos, ndo sendo observado
nenhuma atividade eletroquimica quando o filme foi obtido em meio basico.

Medidas de microbalanga eletroquimica de cristal de quartzo corroboram com
este resultado, apresentando maiores valores de deposi¢cdo de massa em meio acido. As
medidas de espectroscopia de impedancia eletroquimica mostraram que, a medida que
se aumenta o valor de pH, o valor da resisténcia a transferéncia de carga é aumentado, o
que gera filmes com maiores resisténcias Ohmicas a processos de transferéncia
eletronica.

A medida de estabilidade eletroquimica do poli(4-HBA), quando submetido a
ciclos consecutivos de potencial, mostrou taxas de degradacdo até cerca de 18 %, o que
indica boa estabilidade deste material sobre os eletrodos de grafite.

Procedimentos de caracteriza¢do do polimero puderam ser conduzidos, quando
este foi eletropolimerizado sobre eletrodos de cilindro de grafite, o que garantiu a
extragdo em acetonitrila e obtengdo do polimero em seu estado so6lido, para as analises
quimicas. Os espectros de FTIR do poli(4-HBA) quando comparado ao mondmero,
apresentou comportamento completamente distinto, sugerindo a modificagdo na
estrutura quimica do mondmero. A regiio entre 4000 a 2000 cm’ apresenta um
conjunto de bandas intensas na regido de estiramento da ligacdo O—H. A presenga destas
bandas associadas ao aparecimento de bandas intensas entre 1200 a 1000 cm™,
particularmente as bandas em 1143 e 1083 cm™ sugere que o polimero produzido possui

multiplas ligagdes O—H e C—O respectivamente.
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Medidas de fluorescéncia mostraram que o poli(4-HBA) apresenta atividade
fotoquimica, sendo observado deslocamento nas bandas de absor¢cdo e emissdo do
polimero quando comparado ao mondmero, devido ao aumento na extensdo de
conjugacdo da cadeia polimérica. Resultados das analises térmicas mostraram que a
estrutura do poli(4-HBA) ¢ heterogénea e complexa. A perda de massa ¢ gradual, ao
longo de uma larga faixa de temperatura, sendo a estabilizacdo obtida com 30% do
residuo a 500 °C, ao contrario do mondmero que sofre processo de decomposi¢do com
total perda de massa a aproximadamente 200 °C. Além disso, esta perda de massa
gradual para o polimero sugere que rearranjos na estrutura dos oligdmeros podem estar
ocorrendo, levando a processos de polimerizacdo adicional quando submetidos a altas
temperaturas.

O mecanismo de eletropolimerizagao foi proposto via ataque nucleofilico, tendo-
se a conjugacdo do mondmero entre as posi¢cdes orto da molécula.

O celetrodo de grafite modificado com poli(4-HBA) foi eficiente para a
imobilizacdo de oligonucleotideo (poliGA), bem como a detec¢ao de hibridacdo com o
oligonucleotideo complementar (poliCT). Por meio de medidas diretas da oxidacdo das
bases guanosina monofosfato e adenosina monofosfato, componentes do poliGA, foi
possivel observar um decréscimo nas correntes de pico devido as ligacdes de
hidrogénio, promovidas pelo evento de hibridagdo com poliCT.

Quando os intercaladores brometo de etidio ou azul de metileno foram
utilizados, mostraram-se eficientes no reconhecimento dos processos de hibridizagcdo. A
ssDNA apresentou melhor afinidade pelo AM enquanto que a resposta eletroquimica do
BE ¢ melhor observada na dsDNA.

A imobilizagdo do antigeno rK39, especifico da leishmaniose, foi reconhecido
pelo anticorpo especifico IgG, sendo este reconhecimento monitorado por EIE. Quando
formado o complexo Ac-Ag, os valores de Ry, aumentam devido ao bloqueio da
superficie ao par redox ferro/ferricianeto de potassio.

Como propostas futuras, tem-se a utiliza¢do de andlises de RMN e CG-MS para
confirmagdo da estrutura proposta para o poli(4HBA); determinagdo de massa molar;
estudos tedricos de otimizagdo; estudos fotoquimicos dentre outros. Além disso, a
otimizacdo dos paramentos dos genossensor € imunossensor proposto podem ser
otimizados para garantir melhor performance do mesmo nas medidas de

reconhecimento biologico.
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Desenvolvimento de sistemas eletroquimicos miniaturizados para utilizagédo
como plataformas para imobilizagao de biomoléculas

Objetivos: Desenvolvimento de sistemas eletroquimicos miniaturizados,
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