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RESUMO

Com o presente trabalho pretendeu-se estudar a modificagdo de eléctrodos com
polimeros contendo grupos funcionais livres com afinidade para o ADN e avaliar a
capacidade das biomoléculas imobilizadas para detecgdo de ides pesados (Zn”").

Investigaram-se os mondémeros 5-Amio-1-Naftol (AN) e Tionina (TN) cujo estudo
sistemdtico permitiu selecionar as condi¢des de electropolimerizagdo com caracteristicas
apropriadas ao objectivo do trabalho.

A electrossintese do AN em meio acido por varrimento de potencial permitiu obter
filmes com boa electroactividade e estabilidade, nesse meio. No entanto, a fraca
electroactividade em meio neutro, inviabilizou a sua aplicacdo no presente estudo.

A electroactividade dos filmes de politionina (PTN) sintetizados em meio acido
depende das condigdes experimentais. Na polimerizagdo potenciostatica obtiveram-se filmes
com electroactividade crescente com o tempo e potencial de polarizagao.
Potenciodinamicamente, o crescimento do filme com 80 ciclos a 20 mV s'entre 0 ¢ 1150 mV
vs. ESC (PTN 80/20), conduziu a um aumento de electroactividade. Estudos por voltametria
ciclica e microbalanga electroquimica de cristal de quartzo (MECQ) revelaram alteragdes
estruturais no decorrer da polimerizacdo, sendo corroboradas por microscopia de forca
atomica (MFA). Analisou-se o comportamento redox do PTN em diferentes meios ¢ numa
gama alargada de valores de pH; verificou-se estabilidade em meios biologicamente
compativeis e que a electroactividade ¢ afectada pela natureza e pH da solugdo.

Em estudos por MECQ observaram-se diferentes variagdes de massa com o
espessamento dos filmes e com o pH da solucdo; os resultados apontam para a contribui¢cdo de
diferentes mecanismos, dependendo do pH da solugao.

Os grupos amina livres na estrutura do polimero permitiram a imobilizagdo dos
nucleotidos dGTP e dG20-P no eléctrodo modificado - PTN 80/20 - sendo esta favorecida
pela presenca dos agentes acoplantes N-hidroxisuccinimida (NHS) e N-(3-
dimetilaminopropil)-N'-etilcarbodiimida (EDC).

A afinidade dos ides metalicos para o ADN permitiu a detec¢do electroquimica destes

com os eléctrodos modificados com PTN e cd-ADN.

Palavras chave: 5-Amino-1-Naftol; Tionina; Electropolimerizagdo; Microbalanga
electroquimica de cristal de quartzo; Microscopia de forga atomica; Microscopia de

varrimento electroquimico; Imobilizacao de nucledtidos; 1oes pesados.




ABSTRACT

The purpose of this work was to study polymer modified electrodes containing free
functional groups with DNA affinity and to evaluate the capacity of the immobilized
biomolecules for the detection of heavy metal ions (Zn*").

The monomers 5-Amino-1-Naphthol (AN) and Thionine (TN) were investigated and
their systematic study allowed to select the electropolymerisation conditions suitable to the
objective of the work.

Potentiodynamic electropolymerisation of AN in acidic media yielded films with good
electroactivity and stability in this media. However, due to the weak electroactivity observed
in neutral media, its use in the present study was not possible.

The electroactivity of the synthesised polythionine (PTN) films in acidic medium
depends on the experimental conditions. For the potentiostatic polymerisation the higher
electroactivity has been achieved with the increase of the polarisation time and potential.
Potentiodynamically, an increase of electroactivity was obtained for the film grown with 80
potential cycles at 20 mV s between 0 and 1150 mV vs. SCE (PTN 80/20). Cyclic
voltammetric and electrochemical quartz crystal microbalance (EQCM) studies revealed
structural changes during electropolymerisation that were corroborated by atomic force
microscopy (AFM). The redox behaviour of PTN films in different media and in a wide range
of pH values was investigated; stability has been evaluated in biological compatible media
and it was verified that electroactivity is affected by the nature and pH of the solution.

By EQCM studies it was observed different mass changes with the film thickening and
solution pH; the results suggest the contribution of distinct mechanisms, depending on the pH
of the solution.

Free amino functions in the polymer structure enabled the nucleotides, dGTP e
dG20-P, immobilisation onto the modified electrode — PTN 80/20 — which was enhanced by
the presence of coupling agents N-hydroxisuccinimide (NHS) and N-(3-dimethyl-
aminopropyl)-N'-ethylcarbodiimide (EDC).

Due to the metal ions affinity to DNA their electrochemical detection was possible in

the PTN modified electrodes with ds-ADN.

Keywords: 5-Amino-1-Naphthol; Thionine; Electropolymerisation; Electrochemical
quartz crystal microbalance; Atomic force microscopy; Scanning electrochemical

microscopy; Nucleotides immobilisation; Heavy ions.
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1.1. POLIMEROS CONDUTORES

Os polimeros condutores tém sido alvo de intensa investigacdo devido a sua potencial
aplicabilidade em 4reas como a catdlise, a constru¢do de dispositivos electronicos e no
desenvolvimento de sensores e biosensores [1]. A capacidade para facilitar a transferéncia
electrénica e a versatilidade e sensibilidade que apresentam, t€m atraido muito interesse ao
uso de polimeros condutores, nomeadamente o polipirrolo, o politiofeno e a polianilina, como
matrizes para a imobiliza¢do de biomoléculas [2, 3].

Os polimeros podem ser preparados tanto por via quimica como electroquimica. Esta
ultima ¢ preferivel uma vez que o controlo do potencial é uma pré-condi¢do para a obtencao
do material com as caracteristicas desejadas directamente sobre o eléctrodo que funciona
como anodo durante a sintese, uma vez que, a reac¢do de polimerizacdo ¢, em geral,
oxidativa [1]. Vérios métodos electroquimicos sdo apropriados para a preparacao e estudo de
polimeros condutores, nomeadamente, técnicas de impedancia, impulso de potencial e
corrente, métodos galvanostaticos, potenciostaticos e potenciodindmicos. Este ultimo permite
observar a formagdo do polimero condutor, pelo aumento de corrente em cada ciclo, no
intervalo de potencial da sua conversdo redox e, assim, obter informagao sobre a velocidade
de crescimento [4].

Em geral, os polimeros sdao obtidos no estado oxidado, condutor, e incorporam contra-
10es da solucdo em que sdo preparados, para compensacdo de carga. A variagdo da
composicao da solucdo, e.g. pH ou presenga de espécies dadoras de electrdes, pode provocar
alteragdes na condutividade do polimero [1]. E largamente aceite que o mecanismo da
polimerizacdo envolve um primeiro passo de oxidagdo dos monémeros com a formagdo de
catides-radicais; estas espécies, altamente reactivas, dimerizam e o crescimento das cadeias
prossegue via associacdo de radicais ou associacdo do radical com uma molécula de
monomero neutro. A eficiéncia deste processo depende das condigcdes experimentais de
reaccdo, designadamente composicao da solugdo, pH, temperatura, potencial ou velocidade de
variacdo de potencial, densidade de corrente e estado da superficie do eléctrodo. Reacgdes de
dimerizagao paralelas, podem conduzir a diferentes produtos e/ou estruturas. Geralmente, a
oxidagdo dos mondmeros ¢ um processo irreversivel e ocorre a valores de potencial mais
elevados que a reacc¢do redox do polimero, pois os sistemas conjugados, como € o caso dos

polimeros, sdo oxidados e reduzidos mais facilmente que os seus percursores
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monomeéricos [4]. A cinética da electropolimerizacdo depende dos mesmos factores acima
referidos, sendo os efeitos do material e das propriedades da superficie do eléctrodo mais
pronunciados. A densidade do filme polimérico formado diminui com o aumento da
espessura; a sua morfologia ¢ fortemente influenciada pela composicdo da solugdo,
especialmente, pela natureza dos contra-ides [5].

O mecanismo que permite a condugdo eléctrica nestes materiais mostra que esta
propriedade ¢ influenciada por varios parametros, tais como o comprimento das cadeias, o
comprimento da conjugagio e a transferéncia de carga para moléculas adjacentes [2]. E, pois,
da maior importancia o controlo e optimizacao das condi¢des de electropolimerizagdo, para
evitar a formagdo de materiais mistos, electroquimicamente activos e condutores e inactivos e
isoladores.

Diversas técnicas electroquimicas, Opticas ou combinadas tém sido usadas na
caracterizagdo dos filmes de polimeros electroactivos, na determinagdo das velocidades de
carga ¢ descarga, dos processos de transporte de carga e transferéncia de carga, merecendo
particular relevo a espectroscopia de impedancia electroquimica [6], a microgravimetria
piezoeléctrica na microbalanca electroquimica de cristal de quartzo (MECQ) [7-9], a deflexdo
de feixe laser (efeito de miragem) [10], a espectroscopia de infra-vermelho [10, 11] ¢ a
elipsometria [12-14].

A presenca de grupos funcionais livres na estrutura dos polimeros permite, para além
da existéncia de uma carga positiva deslocalizada no filme no seu estado oxidado, a
possibilidade de existéncia de locais preferenciais para que ocorram interacgdes com
moléculas em solucdo. Os grupos funcionais podem ser introduzidos por modificagdao
quimica, a priori, dos mondmeros ou a posteriori, do polimero. Existem também mondmeros

que ja contém os grupos funcionais desejados, figura 1.

Acido 3-Aminobenzodico Tiramina

Figura 1 - Representacdo esquematica de monomeros funcionalizados.
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Os compostos aromaticos que contém grupos —NH, e/ou —OH tém recebido especial
atencdo, devido a funcionalidade conferida e a grande estabilidade dos polimeros a que dao

origem, quer em contacto com o oxigénio quer em solugdo [15].

1.2. POLI(5-AMINO-1-NAFTOL)

O 5-amino-1-naftol faz parte do grupo de compostos organicos aromaticos que tem
sido usado na modificagdo de eléctrodos por electropolimerizagdo em diversos meios,
organicos e aquosos (&cido e alcalino). Recorrendo a diferentes metodologias as propriedades
electroquimicas, eléctricas e espectroscopicas dos filmes de poli(5-amino-1-naftol) (PAN)
encontram-se largamente reportadas (espectroscopia de ultra-violeta — visivel [15], raman
[16,17], infra-vermelho com transformada de fourier [10, 15, 18], elipsometria [19],
microscopias de forca atomica (MFA) [7, 18] e electronica de varrimento (MEV) [15],
espectroscopia fotoelectronica de raio-X (EFRX) [20], efeito de miragem (EM) [10],
microbalanga electroquimica de cristal de quartzo (MECQ) [7, 19] e voltametria [7, 18]).

O mondmero 5-amino-1-naftol, cuja estrutura € representada na figura 2, contém dois
grupos funcionais e dependendo do pH e do meio electrolitico [18] pode ser polimerizado
selectivamente através de qualquer deles. Em meio alcalino, a polimerizagao ocorre via grupo
—OH enquanto que em meio organico ou acido aquoso ocorre via grupo —NH,, permitindo a
presenca de grupos —OH livres na estrutura do polimero; torna-se, assim, possivel a interac¢ao
com outros grupos funcionais, nomeadamente na protec¢do contra a corrosdao como ¢ referido
por Meneguzzi et al. [18] ou com biomoléculas, atendendo & conhecida possibilidade de

interac¢do do ADN, através do seu grupo fosfato terminal, com grupos —OH [21].

NH.,
Figura 2 - Mon6mero 5-Amino-1-Naftol.
Viarios estudos sugerem que o polimero assim formado apresenta uma estrutura

semelhante a da polianilina [17, 18], podendo coexistir com uma outra estrutura em escada,

representadas na figura 3 - a e b, respectivamente. A ocorréncia desta segunda estrutura,
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resultante do acoplamento orfo dos anéis aromaticos [16], causa defeitos na cadeia polimérica

e resulta em alteragdes drasticas das suas caracteristicas fisicas e quimicas, afectando o

H
¢ [

OH
HO N N

L4—ho

tamanho da cadeia e a sua electroactividade [7].

(@) (0)
Figura 3 — Estrutura do polimero (a) tipo-polianilina [17, 18]; (b) em escada [16].

Ohsaka et al. [15] investigaram o efeito do pH no mecanismo redox do poli(5-amino-
I-naftol) numa gama alargada de valores de pH (1-13) e verificaram que existe uma forte
dependéncia do pH: o processo ¢ reversivel excepto na regido de pH neutro (5-7), onde a
electroactividade ¢ fraca; para valores de pH entre 1 e 5, a variagdo do potencial formal, E*,
com o pH indica que na oxidacdo e redugdo do polimero os electrdes e protdes envolvidos
estdo na propor¢ao de 1:1, enquanto que para valores de pH entre 8-13 os protdes e electroes
envolvidos estdo na propor¢ao de 2:1. Para meio aquoso acido Barbero et al. [10], com base
num estudo realizado por efeito de miragem e espectroscopia de infra-vermelho, igualmente
propdem o mecanismo representado na figura 4, para o processo redox do poli(5-amino-1-

naftol) em meio aquoso acido.

H
|

2—:

+ + N —ZH -2e
I
l{
HO UO
HO
H
+ Desl.ucal.lzal;an

5“*5

2+

A

Figura 4 — Comportamento redox do poli(5-amino-1-naftol) em meio acido aquoso, mecanismo proposto
por Barbero et al. [10].




| l’l‘tT’OA ugdo

O poli(5-amino-1-naftol) tem sido também estudado com vista a protec¢ao contra a

corrosdo de ago [18] e ao desenvolvimento de sensores de glucose [19].

1.3. POLI(TIONINA)

Em geral, todos os derivados das fenazinas, fenoxazinas e fenotiazinas que contém um
grupo amina dador de electrdes ou grupos hidroxilo e pelo menos uma posicao orto ou para
ndo substituida para o acoplamento podem polimerizar, por um mecanismo semelhante ao da
polianilina, formando uma ponte -NH- entre duas unidades de monomero através da ligacdo a
um atomo de carbono em posi¢do orto em relagdo ao substituinte amina, -NH,, do anel do
sistema aromdatico do monomero. A reac¢do de polimerizagdo ocorre a potenciais elevados,
antes da evolucdo do oxigénio, através da formacdo de um radical-catido [11, 22], por perda
de um protdo. Este dimeriza dando origem a dimeros isémeros, dependendo do atomo de
carbono atacado [11, 22].

A oxidacao do mondmero € um processo irreversivel que ocorre a potenciais positivos
mais elevados que a reac¢do redox reversivel do polimero, como ja foi referido [1]. Porém, no
caso das azinas a reacg¢do redox reversivel do mondmero ocorre a potenciais menos positivos;
a reac¢do de polimerizagao da origem a um filme cuja conversio redox ocorre na mesma zona
de potencial [11, 22].

A tionina, ou acetato de 3,7-diamino-5-fenotiazina, € um derivado da fenotiazina
contendo trés anéis aromaticos em que o anel central é heteroaromatico, com um atomo de
azoto ¢ um de enxofre, ¢ dois grupos amina nos anéis laterais, nas posi¢des 3 ¢ 7, como

representado na figura 5.

CH,CO,~
H,N s NH

Figura 5 — Representacdo da molécula de tionina sob a forma de acetato de tionina [11].

Este mondémero tem-se revelado um material promissor para a modificacdo da
superficie de eléctrodos, onde tem sido usado tanto por formacdo de monocamadas [23-26],

como por polimerizagdo [12-14, 27-30]. Pode ser polimerizado métodos potenciodinamicos
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em meios acido [8, 12-14, 28, 29, 31], neutro [25-27, 30] e ligeiramente alcalino [11, 22, 26],
em substratos de ouro [11, 24-26, 28, 29, 31, 32], platina [12, 13, 23], carbono [14, 27, 30] e
oxido de estanho [29]. As propriedades electroquimicas, eléctricas e espectroscopicas dos
filmes de politionina tém sido caracterizados por diversas técnicas, tanto electroquimicas
(voltametria ciclica e cronoamperometria), como espectroscopicas, microscopia electronica de
varrimento, microbalanca electroquimica de cristal de quartzo e elipsometria, em meio aquoso
quer acido quer ligeiramente alcalino, apresentando um comportamento electroactivo e
estavel.

A politionina, PTN, tem sido usada no desenvolvimento de biosensores cataliticos por
imobilizacao de enzimas por “cross-linking” [30] ou recorrendo a membranas de Nafion [27].

A semelhanga do proposto para outras azinas, a electropolimerizagdo da tionina tem
sido descrita por um mecanismo semelhante ao da polianilina [11, 22, 33]. Hamnett et al.[13]
sugerem que a deposi¢do do filme de politionina em platina ocorre em dois passos distintos,
sendo o primeiro a substituicdo das moléculas de monomero (tionina) reversivelmente
adsorvidas na superficie por uma camada de 6xido de platina e o segundo a deposi¢cdo do
filme de politionina sobre a camada de 6xido de platina, que se mantém durante reducao do
filme, passo muito mais lento e controlado por difusdo na fase inicial de crescimento do filme.
Por outro lado, Lee et al[14] atribuem o lento crescimento do filme, num eléctrodo de
carbono vitreo, a uma baixa velocidade de transporte de carga no polimero, uma vez que a
lentas velocidades de varrimento de potencial as curvas voltamétricas sdo melhor definidas.
Assim sendo, o crescimento do filme de politionina ndo se apresenta uniforme no tempo.

Para Saez et al. [28] os anéis aromaticos da PTN, tanto na forma oxidada como
reduzida, estdo quase paralelos a superficie do eléctrodo. Na forma reduzida hd perda de
conjugacdo ¢ o atomo de azoto do anel heteroaromatico ¢ protonado. Para estes autores, o
filme formado em meio acido por varrimento de potencial apresenta uma coloragdo purpura
escura; para outros [27] o filme de politionina formado em superficies de carbono vitreo em
meio neutro apresenta uma coloracdo amarelo dourado.

Lee et al. [14] propdem que o polimero se comporta como um conjunto de unidades
discretas com propriedades semelhantes as do mondmero, nomeadamente, apresenta a
conversao redox da tionina em leucotionina traduzida pela reacgdes representadas na figura

6-a e b, em meio 4cido [14] e neutro [27], respectivamente.
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H
N s N
\ + 3 " E2e _—
Lo P + +
H,N s N H,N S NH,
A A AT

Tionina (a) Leucotionina
H
e — LI D
+ 286+ H —>»
HoN =z NH, HoN 7 NH;
Tionina (b) Leucotionina

Figura 6 — Representacdo da conversao redox da tionina em meio a) acido [14] e b) neutro [27].

Ainda que a estrutura da politionina ndo se encontre estabelecida, estudos
espectroscopicos apontam para a existéncia de aminas secundarias em ponte entre duas
unidades de mondmero e para a presenca de aminas primarias livres na estrutura do filme
[11, 28, 33]. Hamnett et al. [13] propuseram a estrutura e conversdo da politionina
representadas na figura 7; na redugdo, a valores de pH &cido, da-se o aumento de cargas

positivas no filme, sendo necessaria a entrada de mais contra-ides para a sua compensagao.

H
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Figura 7 — Representacdo da estrutura da politionina e sua conversdo redox em meio
acido proposta por Hamnett et al. [13].

A existéncia de mais do que um par redox na caracterizacdo de filmes de polimeros
electroactivos tem sido observada noutros sistemas, e.g. o poli(azul de metileno), referido por
Schlereth et al. [11]. O processo que ocorre a valores de potencial mais positivo foi atribuido
a modificagdes nos anéis aromaticos, que diminuindo o caracter dador do atomo de azoto,
induz o deslocamento de potencial. O par redox a valores de potencial mais negativos deve-
se, segundo Karyakin et al. [34], a conjugagdo tipo mondmero também presente no polimero.
Este tipo de conjugacdo pode ter origem na possibilidade de adsor¢cdo de moléculas de
monoémero no polimero através de ligagdes S-S. A formagdo destas ligacdes aumenta a
densidade electronica do sistema aromadtico, induzindo o deslocamento dos potenciais redox

no sentido catddico. Karyakin ef al. [34] referem, ainda, a hipotese de formagdo de ligagdes
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tipo benzidina por acoplamento anel-anel no decorrer da polimerizacao de azinas que contém
grupos amina primarios, a semelhanca do que ocorre na polianilina. Ding et al. [35] sugerem
também a possibilidade de os ides HO™ interactuarem com a tionina (por ligacdes de
hidrogénio e também electroestaticamente com os 4atomos de enxofre carregados
positivamente).

A resposta redox da politionina depende do pH. Cai et al. [36] em estudos com filmes
da familia da politionina, verificaram que o potencial dos dois pares de picos observados se
deslocam cerca de 60 mV/pH para valores de pH > 7,5 e cerca de 30 mV/pH para valores de
pH < 7,5, o que indica que para valores de pH > 7,5 a razdo entre protdes e electroes
envolvidos ¢ de 1:2 e para valores de pH < 7,5 estardo envolvidos igual nimero de protdes e
electrdbes na conversdo redox do filme. Filmes de politionina crescidos
potenciodinamicamente em eléctrodos de carbono apresentam, em solu¢des com pH entre 6 e
8, uma diminuicao de potencial de cerca de 55 mV/pH, de acordo com o valor Nernstiniano
esperado para um processo envolvendo dois-electrdes/dois-protdes (59 mV) [27, 30].

Em estudos da politionina por MECQ, foi observado por varios autores

[8, 31, 32, 37, 38], que as variagdes de massa ocorridas durante o processo redox do filme
ndo eram justificdveis apenas com base no cumprimento dos requisitos da electroneutralidade
e que o modelo permselectivo ndo pode ser aplicado a polimeros redox. Na andlise dos
processos redox da PTN em diferentes electrolitos [39], € necessario considerar a existéncia
de pares i6nicos e espécies solvatadas em solu¢do, que constituindo uma fonte de contra-ides
podem ser incorporados no polimero. As variacdes de massa observadas sdo assim
influenciadas pela natureza e concentracdo do electrolito. De facto, os filmes de politionina
parecem ser constituidos por apenas 50% em volume de polimero, sendo os restantes 50% de
conteudo em solvente e electrdlito, em partes iguais, resultando uma espessura do filme pouco
dependente do estado redox [8, 13]; o equilibrio electronico alcangado numa escala de tempo
ndo garante que todas as espécies moveis tenham atingido os seus locais de equilibrio, mas
em meio acido, devido a diferenca de mobilidade entre os protdes e os outros ides aqueles
satisfazem os requisitos da electroneutralidade, imediatamente apds a injeccdo de carga
electronica. A natureza especial do transporte protonico em agua, parece ter um paralelo em
polimeros electroactivos hidratados, como a politionina. Verificaram, ainda, que sera
maioritariamente o solvente que se deve mover de e para o interior do filme; esta transferéncia
de solvente, ndo assistida por efeitos de migracao, ¢ lenta, depende da direc¢do e constitui o

passo limitante da velocidade de conversdo. Foi, ainda observado que, em meio acido forte, as
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curvas massa/potencial e carga/potencial ndo apresentam uma relagdo explicita e que,
dependendo das condigdes experimentais (electrolito e sua concentracdo), espécies com
cargas diferentes, atravessam a interface polimero/solug¢do com direc¢des, independentes das
suas cargas. A histerese observada nas curvas carga-potencial e massa-potencial indicam
alguma complexidade cinética, nomeadamente o egresso de espécies ¢ mais facil do que o seu
ingresso no filme [32, 38].

Todos estes factores contribuem para a heterogeneidade do polimero formado,
podendo contribuir para que este apresente diferentes comportamentos, nomeadamente em

termos de electroactividade.

Adsorc¢ao de Tionina em eléctrodos de Platina e Ouro

Svetlicic ef al. [23] estudaram a adsor¢@o de tionina e azul de metileno em superficies
de platina policristalinas, modificadas ou ndo com atomos de enxofre, em tampao fosfato.
Estes autores verificaram que, para uma concentragdo superficial saturada em tionina, e
concentracdo nula de enxofre na superficie, quase toda a superficie esta bloqueada por
moléculas de tionina adsorvidas (estas moléculas podem ser removidas por desadsorcao
oxidativa a potenciais superiores a + 400 mV vs. ESC) e que a resposta redox caracteristica de
moléculas de tionina ndo adsorvidas estd ausente. A semelhanca do que acontece no caso do
azul de metileno, estes autores sugerem que as moléculas de tionina se encontram com
orientacdo paralela a superficie em unidades de mondmero ou dimeros e admitem que estdo
envolvidos dois electrdes para efeitos de calculo de cargas de sor¢do. Também, Clavilier et al.
[24] estudaram a adsorcdo da tionina em superficies de ouro policristalinas ndo modificadas e
com uma monocamada de dtomos de enxofre, em tampao fosfato. Estes autores concluiram
que a tionina adsorvida em ouro ¢ estavel e que, na auséncia de adtomos de enxofre na
superficie, a quantidade superficial de tionina é cerca de 45 % superior. Identificaram também
dois processos de reducdo: o primeiro é um passo lento que corresponde a reducao
irreversivel da tionina a leucotionina envolvendo dois electrdes e em que leucotionina se
difunde para a solugdo; o segundo correspondente a conversao reversivel da tionina adsorvida
em leucotionina que permanece na superficie. Clavilier et al. [24] propdem ainda que, a
tionina adsorvida em superficies de ouro tenha uma orientagdo “end-on” correspondente ao
empacotamento mais eficiente das moléculas de tionina numa monocamada e que permite a

interac¢do directa através dos grupos amina com a superficie de ouro. Porém, esta orientacao
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¢ considerada especifica para a adsor¢ao da tionina em superficies de ouro; em todas as outras
superficies ¢ admitido que a orientagcdo da tionina € paralela, “flat”, a superficie excepto para
superficies de ouro ou platina modificadas com uma monocamada de 4tomos de enxofre onde

a orientacdo se admite ser “edge-on”.

1.4. IMOBILIZACAO E HIBRIDACAO DE ADN

A imobiliza¢do de ADN numa matriz de um polimero condutor € possivel por ligagcdo
covalente [40], adsor¢do, copolimerizagdo ou imobilizagdo na matriz do polimero durante a
polimerizacdo [41]. Este procedimento facilita a deteccdo do sinal electroquimico
(amperométrico ou potenciométrico) gerado pela reaccao electroquimica de moléculas que
interactuam com o ADN, além de que permite a deteccdo e monitorizagdo electroquimica da
hibridagao [2].

A imobilizagdo do ADN na matriz do polimero durante o seu crescimento, embora
seja mais permanente, cria barreiras estéricas e cinéticas a hibridag¢ao [41]. A actividade das
moléculas imobilizadas ¢ afectada pela area da superficie, porosidade, caracter hidrofilico da
matriz, condi¢des de reaccdo e metodologia seleccionada para a imobilizacdo [2]. A
imobilizagdo por acoplamento covalente permite manter a totalidade da actividade bioldgica
do ADN, incluindo a capacidade de hibrida¢dao e bioafinidade. As sequéncias de ADN sdo
ancoradas através de um dos seus grupos terminais e suspensas da superficie. Este método
necessita da existéncia da grupos funcionais apropriados na superficie, que podem ser obtidos
por modificagdo quimica da superficie a posteriori ou pelo uso de polimeros que ja contém
grupos funcionais livres na sua estrutura [42, 43]. Requer ainda a activacdo do ADN para que
se estabeleca a ligacdo covalente [21]. Para a imobilizacao por ligagdo covalente, t€ém sido
usados os agentes acoplantes N-Hidroxisuccinimida (NHS) e o N-(3-Dimetilaminopropil)-N'-
etilcarbodiimida (EDC) [21, 42, 44] que permitem o acoplamento covalente entre os grupos
fosfato dos nucleotidos, activados pelos agentes NHS/EDC, e grupos amina livres na estrutura
do polimero ou entre os grupos amina das bases do ADN e grupos carboxilicos no polimero.
O EDC ¢ um derivado soluvel da carbodiimida que catalisa a formacdo de ligagdes amida
entre grupos fosfato (ou acidos carboxilicos) e aminas, activando o fosfato pela formagao de
um derivado o-ureia. Este derivado reage rapidamente com nucleofilos, como aminas. O NHS

¢ frequentemente usado com o EDC para assistir a reac¢ao de acoplamento da carbodiimida e
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produzir um intermediario activo mais estavel. Neste caso o intermediario formado ¢ um éster
que reage com os grupos amina dando origem a formagdo da liga¢do fosfato-amina (ou
amina-acido carboxilico).

Zhao et al. [21] estudaram a imobilizacdo do ADN em eléctrodos de ouro modificados
por monocamadas de tidis com diferentes grupos funcionais (-OH, -NH, e -COOH).
Concluiram que, tanto a quantidade de ADN imobilizado como o grupo terminal do ADN
responsavel pela imobilizacdo, ¢ fortemente influenciada pelo grupo funcional da

monocamada, figura 8.
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Figura 8 — Representacdo esquematica da imobilizacdo de ADN
em monocamadas com diferentes grupos terminais [21].

O método de imobilizagdo por adsor¢do ¢ o mais simples, ndo requer reagentes ou
modificagcdes do ADN; permite o uso de diversos materiais para a imobilizagcdo, como metais
(Au, Pt), 6xidos metélicos de Pd e Al, pasta de carbono e polimeros. Podendo adsorver por
multiplos locais a orientacdo das sequéncias de ADN ¢ variavel e dificil de controlar, de que
resulta uma baixa eficiéncia de hibridacdo e a sua eventual desog¢do da superficie durante o
processo [45].

A adsor¢ao sob potencial aplicado apropriado aumenta a estabilidade da sonda de
ADN imobilizada através da atraccdo -electrostitica estabelecida entre a superficie
positivamente carregada e a estrutura agucar-fosfato com carga negativa, permitindo que as
bases fiquem orientadas para a solugcdo. A adsor¢do em eléctrodos modificados com
polimeros condutores tira partido do facto de no seu estado oxidado estes possuirem uma
carga positiva deslocalizada, atraindo electrostaticamente os grupos fosfato com carga
negativa do cs-ADN (ADN de cadeia simples) [41, 46]. No entanto, a variacdo do potencial

de eléctrodo no sentido catodico pode conduzir a desorgao.
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Outra abordagem possivel, ¢ a existéncia na estrutura do polimero, de grupos
funcionais livres, apropriados, que favorecam a interaccdo com os grupos terminais das
sequéncias de ADN. Tém sido usadas particulas de poli(p-clorometilestireno) modificadas
com polietilenimina que contém grupos amina livres permitindo a imobilizagdo na sua
superficie através da interac¢ao com os grupos fosfato do ADN [47].

Viarios factores determinam a eficiéncia e cinética da adsor¢do: natureza do anido do
electroélito, pH da solugdo, tipo e forca idnica do tampao usado e comprimento e sequéncia do
ADN [41].

As detecgdes da imobilizacdo e da hibridacdo t€m sido conseguidas através de varios
métodos (Opticos, electroquimicos, MCQ ¢ MVE). Em grande parte a andlise ¢ indirecta,
recorrendo a indicadores Opticos e electroquimicos [40, 44, 45, 48-52]. A deteccdo
electroquimica directa, pode ser conseguida através do sinal anddico, especifico, da oxidagao
da guanina [51], que base purica com maior reactividade [45, 48]. O sinal electroquimico
diminui na presenca da sequéncia complementar porque, apos hidridagdo, as bases ficam no
interior da dupla hélice e o sinal ¢ obstruido por efeitos estéricos dos agucares. Por MVE tém
sido usadas varias metodologias, como o uso de indicadores redox, analisando o resultado das
interacgoes e também através do sinal electroquimico de oxida¢do da guanina promovida por

complexos de ruténio [53-55].

1.5. INTERACCAO DO ADN COM METAIS PESADOS

O numero crescente de poluentes potencialmente perigosos no ambiente, requer o
desenvolvimento de técnicas analiticas rapidas e efectivas para serem usadas em programas
de monitorizagdo extensivos. Face aos requisitos de tempo e custo dos métodos analiticos
tradicionais, os biosensores surgem como uma ferramenta analitica alternativa ou
complementar. A sua principal vantagem em relacdo a outros tipos de sensores ¢ a
especificidade de resposta e em alguns casos a capacidade para operar em ambientes
complexos. Oferecem a possibilidade de determinar ndo s6 espécies quimicas mas também os
seus efeitos bioldgicos e a biodisponibilidade [56].

Um biosensor representa uma combinagdo sinergética de biotecnologia e
microelectronica; consiste num biocomponente (material bioldgico) em contacto intimo com
um transdutor compativel que converte o sinal bioquimico num sinal eléctrico quantificavel

[57]. As biomoléculas sdo responsaveis pelo reconhecimento especifico do analito enquanto
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que o transdutor fisico-quimico fornece um sinal eléctrico que ¢ amplificado pela componente
electronica [57].

Diversas  configuracdes, nomeadamente em termos de elementos de
biorreconhecimento (e. g. células, enzimas, anticorpos, proteinas ou ADN) e tipos de
transdutores (e. g. potenciométricos, amperométricos, Opticos, conductimétricos,
espectrofotométricos) tém sido descritas na literatura [58]. Embora os biosensores surjam
muito frequentemente aplicados a deteccdo de moléculas organicas e biologicas, a
investigacdo relativa a sua aplicagdo na detec¢do de metais ¢ ainda insipiente [59].

Desde a descoberta da actividade electroquimica dos acidos nucleicos por Palecek no
final dos anos 50 [60], que se observa grande progresso, no desenvolvimento de biosensores
electroquimicos de ADN, com base no conceito dos eléctrodos quimicamente modificados
[56, 61, 62]; a discrimina¢do de interac¢des do ADN, ligado a superficie do transdutor, em
relacdo a espécies a analisar despertou interesse em diversas areas [61]. Estes sensores
associam a sensibilidade de deteccdo com a elevada especificidade das biomoléculas,
permitindo o desenvolvimento de modernos métodos de andlise de espécies que interactuam
com o ADN, incluindo os téxicos, em meios ambientais e bioldgicos [63].

Os metais pesados s3o uma causa séria de poluicdo. Mesmo em baixas concentragdes
constituem uma ameaga para o ambiente e para a saude humana porque sdo nao-
biodegradaveis e sdo retidos pelos sistemas ecologicos [57]. Chumbo, cromio, caddmio, cobre,
zinco e mercurio s3o os contaminantes metalicos mais frequentemente detectados [57]. O
reconhecimento dos efeitos toxicos de concentragdes minimas de metais pesados resultou em
regulamentos para a redugdo da sua presenca no ambiente para niveis muito baixos. A
consciéncia ambiental estd em crescimento entre consumidores e industriais enquanto que
restrigdes legais as emissdes se tornam mais restritivas. Existe uma necessidade premente no
que respeita ao desenvolvimento de tecnologias para o tratamento de adguas residuais e para a
monitorizagdo ambiental de metais pesados que afectam de modo adverso a saide humana
[57]. A detec¢do e quantificacdo de metais pesados em amostras reais, entre elas as
biologicas, reveste-se de elevada importancia, nomeadamente no diagnoéstico clinico [63]. Os
metais pesados tém grande afinidade para com o ADN e estdo na origem da mutagénese e
carcinogénese: a formacdo de tumores malignos esta relacionada com o aumento da
concentragdo de metais pesados nas células tumorais [63]; por exemplo, o cddmio inibe o
processo de reparagdo do ADN e um dos sintomas ¢ o desenvolvimento de tumores. Existem
grandes expectativas nos sensores de ADN para a monitorizacdo e/ou remocdo de ides

metalicos, in situ ¢ em tempo real, em areas como a monitorizagdo ambiental, biologia,
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toxicologia clinica, tratamento de aguas residuais € monitorizagao de processos industriais
[64].

As técnicas analiticas cldssicas para a andlise de metais incluem a espectrometria de
absor¢do atomica ¢ de massa, espectrofotometria de UV-vis e espectroscopia de absor¢ao de
raios-X [57-59, 64]. Estas técnicas, embora altamente fidedignas e rapidas, apresentam custo
elevado, necessidade de operadores treinados e de transporte da amostra do local da recolha
para o laboratdrio [57, 64]. Para além disso, a base bioldgica dos biosensores torna-os ideais
para a andlise toxicologica dos metais pesados, permitindo quantificar as concentragdes
biodisponiveis, enquanto que as técnicas convencionais apenas permitem determinar
concentragoes totais ou a concentracao labil [57-59, 64]. Assim, biosensores capazes de reagir
selectivamente apenas com a frac¢do de ides metalicos disponiveis, ou especificamente com
um dado 130 metalico, apresentam as vantagens da especificidade, baixo custo, uso facil,
portabilidade e a possibilidade de fornecerem sinal continuamente ¢ em tempo real [57].
Recentemente tém sido desenvolvidos, biosensores baseados em ADN catalitico, células e
enzimas e com detec¢do por fluorescéncia e luminescéncia [56, 59, 64].

A ligacdo de ides metalicos ao ADN pode ocorrer de dois modos: i) por ligacao difusa
em que os ides permanecem completamente hidratados e interagem electrostaticamente com a
cadeia de ADN de modo ndo-especifico, como no caso dos ides monovalentes (e.g. Na") ou
para baixas concentra¢des de ides divalentes (e.g. Zn>" e Mg*"); ii) por ligago especifica com
i0es divalentes em maior concentracdo ou ides multivalentes. Neste caso, a interac¢ao
estabelece-se numa zona de elevado potencial electrostatico ou com sequéncias ou bases
capazes de estabelecer ligacdes de coordenacao com os ides metalicos [65].

Usando solu¢des com pH aproximadamente neutro, Zhao et al. [66] estudaram a
acumulacdo de metais pesados, em particulas de polissulfona (PSf) com ADN imobilizado na
sua superficie, tendo verificado que os ides Zn(II), Cu(Il), Cd(II), Pb(Il) e Ag(Il) se
acumulam nessas particulas, os dois ultimos em maior extensdo, enquanto que a acumulagdo
de Mg(II) ndao ocorre, independentemente do contra-ido do sal.

O estudo do ADN de cadeia simples (cs-ADN) imobilizado numa membrana,
realizado por Babkina et al. [63] mostrou que a ndo existéncia de ligagdes de hidrogénio
intramoleculares permite que os locais para o estabelecimento de ligagdes estejam mais
disponiveis, tornando o cs-ADN num ligando mais efectivo para a complexagdo de metais
pesados. 10es metalicos, como os de Fe (III), Pb(Il) e Cd(Il), apresentam elevada afinidade
para o ADN [63] e a sua adsor¢do quimica deve ocorrer por formagao de ligacdo covalente

durante a complexacdo com o cs-ADN imobilizado, o que permite obter resultados
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reprodutiveis. Neste caso, as for¢as de ligacdo variam na ordem Pb(II)>Fe(II)>Cd(II), o que
confirma a afinidade do Pb(II) ndo s6 por bases puricas (adenina (A) e guanina (G)) como por
pirimidicas (timina (T) e citosina (C)). Aqueles autores sugerem ainda que os ides metalicos
se podem ligar ao ADN por efeito quelante através do dtomo N(7) da purina e o 4tomo de
oxigénio do grupo fosfato; formagdo de ligagdo coordenada com o 4atomo N(7) da G e
raramente da A; no cs-ADN pode ainda ocorrer ligacdo intra-cadeia por efeito quelante entre
os atomos N(7) e O(6) da G e formacao de ligagdes intra-cadeia com os dtomos N(7) da G

levando a uma elevada estabilidade do complexo [63], figura 9.
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Figura 9 — Representacdo esquematica de cs-ADN e indicagdo das
posicdes de interacgdo com os ides metalicos.

A renovagdo do biosensor pode ser obtida por adicdo de EDTA (etilenodiaminatetracetato),
cujos complexos com os metais apresentam maior estabilidade do que com o ADN [63].

A formagdo de complexos entre ides metalicos, nomeadamente Zn(II), Cd(IT), Ni(II),
Co(II), Mg(II) e Ca(Il) e sequéncias de ADN de cadeia dupla (cd-ADN), foi estudada por
varios autores [65, 67, 68].

O cd-ADN, representado na figura 10 - a, pode assumir diferentes conformagdes
dependendo da sua sequéncia e das condi¢gdes ambientais dominantes. A conformacao M-
ADN corresponde a ligacdo ndo-covalente a ides metalicos divalentes especificos, e. g. Zn(II),
Ni(II) e Co(Il), a valores de pH superiores a 8,0 [67, 69], como se ilustra na figura 10 — b para
o Zn(II). O comprimento do ADN parece ndo afectar a eficiéncia da conversdo do cd-ADN
em M-ADN, mas dependendo do seu contetido em GC (guanina-citosina) e na repetitividade
ou aleatoriedade da sequéncia [67], algumas sequéncias formam Zn(II) M-ADN a valores de

pH inferiores.
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Figura 10 — Representagdo esquematica de (a) cd-ADN e (b) M-ADN [65].

A formag¢do do M-ADN a valores de pH elevados deve envolver a substituicdo de
protdes imino nas posi¢des N(1) e N(3) das bases G (pK, 9,4) e T (pK, 9,9), respectivamente
(figura 10), como sugere quer o desaparecimento dos protdes imino dessas bases nos
espectros de 'H-RMN; quer a diminuicdo do pH na adi¢io do metal ao ADN a pH 8,5 [69].

Embora ndo seja possivel a formacdo de M-ADN em cs-ADN, podem formar-se /oops
intra-moleculares com a substitui¢do de protdes imino por ides metalicos [65, 67, 69] e
ocorrerem interacgoes electrostaticas entre os ides metalicos ¢ os fosfatos [70].

A formacao de M-ADN pode ser revertida pela adicdo de EDTA ou diminui¢do do
pH. Enquanto o ADN ¢ considerado um semicondutor [67, 69, 70], o M-ADN apresenta
condugdo tipo-metalica. Wood et al. [65] verificaram que a formacdo de M-ADN a pH 8,5
com ides Zn(II) € um processo endotérmico.

A pH 8,5 o cd-ADN desnatura na presenca de Cd(II) o que ndo acontece para Zn(Il)
ou Ni(II). A formagdo de M-ADN ¢ dependente da concentragdo do ido metélico e do pH da
solugdo: para o Ni(Il) e Zn(Il), a pH = 8,5 requer maior concentragdo de Ni(Il), e ndo ocorre a
pH 7,0 ou 7,5; ndo se da, a qualquer pH, com Mg(II) ou Ca(II) [67, 70].

A transferéncia electronica através do M-ADN pode ser monitorizada directamente
por métodos electroquimicos ou indirectamente por espectroscopia de fluorescéncia [69-71].
Li et al. [71] verificaram, num estudo electroquimico em monocamadas automontadas de cd-
ADN, que a velocidade de transferéncia electronica entre espécies electrocativas em solugao
(Fe(CN)64'/ ) e a superficie do eléctrodo ¢ superior nas monocamadas ap6s formagio de M-
ADN com i6es Zn(Il) a pH 8,6, do que directamente em ouro nas mesmas condigdes. Uma
vez que o cd-ADN tem uma estrutura negativamente carregada os estudos de transferéncia da

carga, como a impedancia electroquimica, requerem uma criteriosa escolha das sondas. E




| l’lJcT’ooJ ugdo

necessario que as espécies electroactivas utilizadas em solu¢do ndo interfiram com as
determinagdes experimentais. As sondas positivamente carregadas como o Ru(NHs)s®"*" ndo
serdo recomendaveis porque podem interactuar com o ADN criando um percurso alternativo
para a transferéncia de carga; como a transferéncia devera ocorrer através do ADN as sondas

carregadas negativamente como o Fe(CN)63'/4'

ndo interactuardo, sendo por isso as mais
favoraveis para estes estudos [70]. Aich et al. [69] usaram sequéncias de ADN marcadas com
fluoroforos cuja fluorescéncia € bloqueada em cerca de 95% apds a formacdo de M-ADN com
Zn(Il), Co(Il) e Ni(Il); a cinética de decaimento da fluorescéncia indica uma transferéncia
electrénica rapida no M-ADN.

A detecgao electroquimica dos ides metalicos acumulados no ADN pode ser efectuada
recorrendo ao uso de espécies electroactivas em solugdo, pela deteccdo de complexos dos
metais com EDTA ou pela reducdo dos proprios ides metalicos [63, 70]. A resposta da
conversao redox de espécies electroactivas em solucdo aumenta na presenga de M-ADN
devido ao aumento da sua condutividade. A deteccdo por complexacdao com EDTA consiste
na remocio dos ides metalicos acumulados no ADN com a quantificagdo do complexo M"™'-
EDTA; de acordo com o reportado na literatura os limites de deteccdo variam entre
10" mol dm™ para o Pb(II), 10 mol dm™ para o Cd(II) e 107 mol dm™ para o Fe(III) [63].
Este método permite a deteccao da presenca simultanea de varios metais; a presenca de ides
de metais pesados como de Ni(Il), Co(Il) e Zn(II) ndo interfere com a deteccdo de Pb(Il) e
Cd(II) devido aos potenciais de reducdo diferirem em mais de 200 mV [63]. A redugdo dos
i0es metalicos acumulados no ADN, a semelhanca da electrodeposicdo metalica de zinco
reportada na literatura [72], deve ocorrer a valores de potencial catodicos na zona de evolugao
de hidrogénio com formag¢ao de ZnH, ZnO e ZnOH. A formag¢do de ZnO relaciona-se com o
aumento do sobrepotencial que torna impossivel a reducdo completa a Zn e o aumento local
de pH pode favorecer a formagao de ZnOH. A estabilizagdo dos ides metalicos por interacg¢ao
com o ADN deve requerer um sobrepotencial para a redugao num efeito similar a presenga de
surfactantes nas solugdes de deposicao [72]. Deste modo, as interac¢des do ADN com os ides
metalicos devem permitir a detec¢ao destes através do sobrepotencial para a reducio.

Na construgdo de biosensores de afinidade, que permitem o estudo de interacgdes
entre 0 ADN e diferentes ligandos, tais como os metais pesados, a imobilizagdo de ADN em
eléctrodos modificados com polimeros, permitird associar a selectividade do biosensor, uma
maior resisténcia e estabilidade, adequadas a sua utilizagdo em matrizes complexas, como as

amostras ambientais.
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2.1. REAGENTES

Na tabela 1 listam-se os reagentes usados, sem purificagdo adicional, no presente

estudo.

Tabela 1 — Reagentes usados na preparagao, caracterizagdo e estudo das propriedades
dos polimeros.

Reagente MM / g mol™ Fabricante
5-Amino-1-Naftol 159,19 Aldrich 97%
Acetato de Tionina 287,34 Fluka
HCIO, 100,46 Riedel-de Haen 70% p.a.
H,S0O, 98,07 BDH AnalaR, 98%;
H;PO, 98,00 Merck, p.a.
Na,HPO, anidro 141,96 Merck, p.a.
NaH,PO,H,0O 137,99 Merck, p.a.
NaClO4H,0 140,46 ACROS Organics
Tris - HCI 157,6 Sigma Ultra, > 99 %
MES 195,2 Duchefa Biochemie, > 99 %
KC1 74,56 Merck, puriss.
Ks[Fe(CN)g] 329,26 Merck, p.a.
K4[Fe(CN)].3H,0O 422,41 Merck, puro
CoCl,6H,0 237,93 Merck, p.a.
1,10-fenantrolina 198,23 Merck, p.a.
2,2’-bipiridina 156,2 Merck, p.a.
Ru(NH;3).3C1 309,61 Aldrich, 98%
H,0,30% (m/v) (100 vol.) 34,01 Panreac, p.a.
2 dGTP (100 mM)
% dG20-P 6941,0 Invitrogen Technologies
S dC20 63450
z cs-ADN 100 mg mL" (600 - 1000 bp)
NHS 115,1 Sigma
EDC/EDAC 191,70 Sigma Ultra
20 x SSC 3 M NaCl+0,3M SSC Invitrogen
ZnCl, 136,28 Merck, p.a.
ZnSO47H,0O 287,54 AnalytiCals, puro

Tris-HCl (Trizma Hydrochloride) - tris(hidroximetil)-aminoetano Hidroclorico, MES - dacido 2-
morfolinoetanossulfonico; DSR4R - CGC CCG CCG CGC GCG GCG GGC GGG GCG GGG CAC GGG
GGG GTG TAG CAG TTA CCG GA; dGTP - 2'-desoxiguanosina-5'-trifosphato; dG20-P - 20-mer
desoxiguanosina-5' fosfato; dC20 - 20-mer desoxicitosina; NHS - N-hidroxisuccinimida; EDC - N-(3-
dimetilaminopropil)-N'-etilcarbodiimida; SSC — solugéo salina de citrate de sodio.
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As solugdes aquosas foram preparadas com agua millipore MilliQ (18,2 MQ cm) em
material previamente lavado numa solu¢do cromo-sulftrrica.

Para a electropolimerizagao e caracterizacao dos filmes de PAN e PTN as solugdes
foram desarejadas com uma corrente de azoto (pureza > 99,999 %) durante 15 minutos.

As solucdes de MES contendo os agentes acoplantes, NHS e EDC, foram preparadas
em ependorfs de 2 mL imediatamente antes de serem usadas. Os nucleotidos foram
adicionados as solu¢des de imobilizacdo na célula com o auxilio de uma microseringa
(25 uL).

Os complexos Co(bpi)s>”** e Co(fen);>”*" foram preparados através da adicdo de
Co-Cl; e 2,2’-bipiridina ou 1,10-fenantrolina, respectivamente, na razao de 1:3, directamente
na solucao.

Ao longo do texto, usa-se a seguinte nomenclatura para designar os filmes de poli(5-
amino-1-naftol), PAN, e politionina, PTN: para os filmes crescidos potenciodinamicamente,
PAN ou PTN n/v, onde n indica o nimero de ciclos de potencial e v a velocidade de
varrimento de potencial; para os crescidos em modo potenciostatico, PTN E/t, onde E indica o

potencial anddico e t o tempo durante o qual ele € aplicado.

2.2. TECNICAS UTILIZADAS

2.2.1. Microbalanca Electroquimica de Cristal de Quartzo - MECQ

Microbalanga de Cristal de Quartzo, MCQ, baseia-se nas propriedades piezoeléctricas
que certos materiais exibem na presen¢a de um campo eléctrico, sendo o quartzo o material
piezoeléctrico mais 1util. Na MECQ, ¢ usado um cristal de quartzo, sobre o qual foi
depositada, uma camada de platina sobre uma camada de titanio por evaporagdo térmica do
metal (“sputtering’), constituindo o eléctrodo, como se representa na figura 11. Um dos
eléctrodos actua como parte do circuito oscilador, ficando exposto ao ar, e o outro como

eléctrodo de trabalho da célula electroquimica, em contacto com a solugao.
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Eléctrodos de
Platina

Quartzo

I I > Contactos

eléctricos

Figura 11 — Representagao esquematica do eléctrodo usado na MECQ [73].

A relagdo entre as variagdes de massa na interface e de frequéncia de oscilagdao do cristal, ¢

descrita pela equagdo de Sauerbrey [74, 75]:

=2 Amnfo2

APqhiq

Af (1)

onde Af é a variagdo da frequéncia de oscilagdo (Hz), Am a variagdo da massa
interfacial (g), A a area activa do eléctrodo (cm?), fo a frequéncia de oscilagdo fundamental da
microbalanga (Hz), py o modulo de deformacdo do quartzo (g cm’ s?) e pq a densidade do
quartzo (g cm™) indicando que uma diminui¢do de frequéncia é proporcional a um aumento
de massa na interface. Para uma frequéncia fundamental de 5 MHz ¢é possivel obter uma
sensibilidade de 18 ng cm™ Hz™.

A aplicagdo da equagdo de Sauerbrey pressupde que a massa adicionada ou perdida na
superficie do oscilador ndo sofre qualquer deformacdo durante a oscilagdo, o que se aplica a
filmes finos e rigidos.

A MECQ, tem sido usada para diferentes estudos, nomeadamente electrodeposicao
[76], dissolucdo e corrosdo de metais [77], adsorcao [78], deposi¢do e conversdo redox de
filmes poliméricos (politionina [8, 32, 37], polianilina [9, 79], politiramina [42, 43],
polipirrolo [9, 80-82]), imobilizagdo de moléculas bioldgicas (ADN [80-83] e construcao de
biosensores [84]).

A aplicagdo da MECQ ao estudo do crescimento de filmes finos sobre a superficie do
eléctrodo permite a determinacdo da massa depositada, do nlimero de electrdes transferidos

durante o crescimento, ¢ da velocidade de crescimento, e diferenciar possiveis mecanismos.

272



Daﬁze Expeﬂmenta’

Quanto a caracterizacao da conversao redox desses filmes, ¢ possivel identificar o ganho ¢ a

perda de espécies (ides e solvente) e assim caracterizar o transporte de massa no filme [74].

2.2.2. Microscopia de Forca Atomica

A técnica de Microscopia de Forca Atémica (MFA) baseia-se no varrimento de uma
ponta muito agucada sobre a superficie de uma amostra (ou da amostra sob a ponta) através
de um transdutor piezoeléctrico, registando-se um sinal em cada ponto da area analisada,
resultante da interac¢do estabelecida entre a sonda e a amostra. Na grande maioria das
situacdes, o sinal medido ¢ convertido em distancia entre a sonda e amostra em cada ponto,
obtendo-se informagao topografica da superficie analisada [85].

No caso da MFA a ponta ¢ montada num brago (“cantilever”), que funciona como
uma mola e € sensivel a pequenas variagdes de forcas resultantes da interacao da ponta com a
amostra. A deflexdo do cantilever ¢ proporcional a variagdo de forca e depende da sua
constante de mola (Lei de Hooke). A deflexdo ¢ geralmente detectada por técnicas Opticas
(figura 12). Um feixe laser ¢ incidido no “cantilever” e a sua reflexdo ¢ direccionada para um
fotodiodo. Deste modo, os deslocamentos verticais da ponta, e logo a topografia da amostra

sdo analisados com base nas diferentes intensidades recolhidas pelo fotodiodo.

Fotodetector

Cantilever e ponta

Amostra

Scanner

Figura 12 - Esquema de deflexdo do feixe laser em Microscopia de Forca Atomica.

Em MFA é comum considerar trés modos distintos de funcionamento: modo de
contacto, modo intermitente (“tapping”) e modo de ndo-contacto. O modo de contacto

consiste no contacto permanente entre a sonda e a amostra, permitindo medir forgas
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interatomicas repulsivas, o que conduz a obtencdo de imagens de elevada resolucdo em
superficies lisas e com alguma rigidez. No entanto, quando se pretende analisar materiais mais
maleaveis e que sdo facilmente deformaveis pela ponta, como ¢ o caso do presente estudo,
utiliza-se muito frequentemente o modo intermitente. Neste caso, a ponta oscila a uma dada
frequéncia (da ordem de KHz) com uma grande amplitude e contacta a superficie da amostra
ao fim de um ciclo de oscilagdo. Quando forcas de interac¢do ou gradientes de forca sdo
estabelecidas entre a ponta e amostra a amplitude da oscilagdo ¢ atenuada. Este modo
apresenta a possibilidade de fornecer informacdo adicional a topografica, através das
variagOes de fase do “cantilever” oscilante, devido a presenca de materiais com propriedades
distintas, tais como dureza e viscoelasticidade [86]. A operacdo em modo de ndo-contacto
implica também a oscilacdo da ponta, a baixa amplitude e a uma certa distancia (dezenas de
nanometros) da amostra, evitando-se o contacto. A ponta € sensivel a for¢as de longo alcance,
tais como interac¢des de Van der Waals, magnéticas, eléctricas que se reflecte na alteragdo da
amplitude, fase ou frequéncia da oscilagdo e ¢ utilizada para seguir a topografia da superficie
em simultaneo com o registo de dominios magnéticos, eléctricos, etc., consoante o tipo de
interacgao.

Esta técnica tem sido usada na caracterizagdo morfologica de polimeros como a

polianilina [86] e o polibitiofeno [87].

2.2.3. Microscopia de Varrimento Electroquimico - MVE

Usada para a caracterizacdo de sistemas a escala microscopica, a Microscopia de
Varrimento Electroquimico, utiliza um ultramicroeléctrodo (UME), colocado numa posigao
fixa ou movendo-se na proximidade do substrato de interesse, em contacto com uma solu¢ao
contendo espécies electroactivas [88], figura 13. A reacc¢do de eléctrodo no UME (eléctrodo—
ponta) d4 origem a uma corrente, ir, que ¢ perturbada pelo substrato em anélise (substrato-
amostra) permitindo obter informacdo acerca da sua natureza, propriedades eléctricas e
quimicas e topografia [89].

A resolucdo das imagens de MVE depende fortemente do tamanho da ponta e da sua
distdncia ao substrato [90]; a utilizagdo de UME em forma de disco permite obter maior
sensibilidade e uma corrente relativamente independente do raio do material isolador

envolvente [91].
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Em geral, a corrente, it, ¢ controlada pelas reacgdes electroquimicas no eléctrodo-
ponta e no substrato-amostra e ¢ funcdo da condutividade e natureza quimica deste ¢ da

distancia ponta/substrato, d, como se ilustra na figura 14.

Computador

Ponta

hJ El. Referéncia . .
XYZ IBipotenciostato
Posicio- Contra-Eléctrodo
nador —

Solugédo
Electrolito
Video g_,apj_:r
Substrato

Figura 13 — Representagdo esquematica da montagem experimental do
Microscopio de Varrimento Electroquimico [88].

Nesta técnica existem, fundamentalmente, trés modos de operacao [88]: (1) Geragdo
na ponta/Recolha no substrato - GP/RS (Tip generation/Substrate collection - TG/SC), caso
em que a ponta ¢ usada para gerar a reac¢ao que ¢ detectada no eléctrodo-substrato; este modo
¢ similar ao que ocorre no eléctrodo rotativo de disco e anel e ¢ geralmente usado para o
estudo de reac¢des homogéneas (estas provocam a diminuicdo de corrente no substrato
porque as espécies electroactivas tém que se deslocar da ponta para o substrato). (2) Geragdo
no substrato/Recolha na ponta - GS/RP (Substrate generation/Tip collection - SG/TC), modo
em que a ponta detecta as reacgdes que ocorrem no substrato; em geral ¢ usado para o estudo
de reaccdes na superficie do substrato. (3) “Feedback”, que ¢ o modo de operagdo mais
frequentemente usado e onde apenas ¢ monitorizada a corrente na ponta; como se ilustra na
figura 14, estando a ponta afastada da superficie do substrato, a corrente, irw, ¢ controlada
pelo fluxo hemisférico de espécies da solugdo para a ponta. A medida que a ponta se
aproxima de substratos electricamente isoladores, este bloqueia parte da difusdo de espécies
para a ponta e consequentemente a corrente diminui quando comparada com ir.. No limite,
quando a distancia, d, tende para zero, iy, também tende para zero — “Feedback” Negativo.
Quando a ponta se aproxima de substratos electricamente condutores, embora o substrato
bloqueie a difusdo de espécies O (por exemplo, para a ponta) ocorre a reconversdao de R em O
no substrato. As espécies O geradas no substrato, difundem para a ponta, o que leva a um

aumento do fluxo quando comparado com ir.. No limite, quando a distancia, d, tende para
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zero, a ponta passa a um regime em que a transferéncia de electrdes por efeito de tinel pode
ocorrer € a corrente ir aumenta significativamente — “Feedback” Positivo.

As imagens obtidas por MVE através de varrimentos no plano x-y, a distdncia
constante do substrato (x-y vs. ir; z = constante) ou a corrente constante (x-y vs. d(z); it =
constante), permitem observar diferengas de reactividade quimica e electroquimica entre

detalhes superficiais e obter imagens topograficas de substratos condutores e isoladores.

'\ 7\ w
R O R R
R R R \/ \\_, J
| ——
(@) (b) (c)

Figura 14 — Operacdo do MVE em modo feedback; (a) ponta afastada do susbtrato,
(b) aproximagio a substrato condutor e (¢) aproximagao a substrato isolador [88].

Nas diversas utilizagdes do MVE encontra-se o estudo de filmes de polimeros em
substratos condutores ou isoladores, sendo possivel analisar fluxos de contra-ides que
acompanham os processos redox, determinar concentragdes e coeficientes de difusdo de
espécies electroactivas no interior do filme, mesmo sem o conhecimento da densidade ou

espessura dos filmes [92-94].

2.3. EQUIPAMENTOS

Todas as experiéncias electroquimicas convencionais foram realizadas num sistema
constituido por uma interface electroquimica, IMT 102, e um analisador electroquimico
digital, potenciostato, DEA 332, da Radiometer Copenhagen ligado a um computador para
aquisicao de dados através do programa Volta Master 2, VM 2.

Os estudos por Microbalanca Electroquimica de Cristal de Quartzo foram realizados
num sistema constituido por um Oscilador € um Analisador Electroquimico (CH Instruments,
Inc. - USA), acoplado a um computador para aquisi¢do de dados com o auxilio do programa
Chi 420. Para a aquisi¢do de valores de potencial de circuito aberto simultaneamente com
variagdes de frequéncia foi usado um multimetro ligado em paralelo entre o eléctrodo de

trabalho e o eléctrodo de referéncia.
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A caracterizagao morfologica dos filmes de Politionina, foi efectuada por Microscopia
Electronica de Varrimento e Microscopia de Forca Atomica. Todas as imagens de MFA
foram obtidas ex sifu em modo intermitente (“tapping”) com pontas de silicio (RTESP7,
Veeco), com uma frequéncia de oscilacdo de aproximadamente 300 kHz. Foi usado um
microscopio de forga atdmica: Multimode AFM acoplado a um controlador Nanoscope Illa
(Digital Instruments, Veeco). As imagens de MEV foram obtidas num microscopio
electronico de varrimento: SEM-JEOL. JSM - 5200 LV.

Para os ensaios de Microscopia de Varrimento Electroquimica foi utilizado um
microscopio electroquimico: SECM 270 (Uniscan Instruments - UI) constituido por dois
potenciostatos-galvanostatos PG580R e uma unidade de controlo SCV 100, interfaciados com
um computador para aquisicio de dados com o programa SECM (UI). A partir dos
varrimentos de area a 2D, segundo o plano XY a Z constante, foram obtidas imagens a 3D

usando o programa IsoPlot (UI).

2.4. ELECTRODOS E CELULAS

O disco de platina, de 4rea geométrica 0,181 cm’, que funcionou como eléctrodo de
trabalho (ET) foi montado num suporte de teflon: colou-se o disco a uma base de latdo com
cola de prata (CircuitWorks), e preencheu-se o espaco entre o teflon, o latdo e a platina com
massa ceramica (Pattex); através doutro suporte, também de teflon, munido de vardo de latdo

central, fez-se o contacto entre o eléctrodo de trabalho e o cabo eléctrico externo (figura 15).

(@

(b) |

[ .
4 3
Figura 15 — Representagdo esquematica da montagem do eléctrodo de trabalho, (a) corte longitudinal e
(b) vista de topo; 1- teflon, 2- latdo, 3- cola de prata, 4- disco de platina, 5- cerdmica, 6- “o-ring”.
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O ET foi polido com pasta de diamante e suspensdes de alumina, com granulosidade
decrescentes de 9 um (pasta de diamante), 5, 1 e 0,3 um (suspensdo de alumina). Apds
polimento, e antes de qualquer experiéncia, o eléctrodo foi sempre sujeito a limpeza
electroquimica por varrimento de potencial entre —250 ¢ +1050 mV, v = 500 mV s'l, numa
solugdo 0,25 mol dm™ de H,SO.

Nos ensaios electroquimicos convencionais utilizou-se uma célula de trés eléctrodos
sendo a referéncia (ER) o eléctrodo saturado de calomelanos (ESC), uma folha de platina o
eléctrodo auxiliar (EA) e um disco de platina policristalina o ET. Na electropolimerizagdo e
caracterizagdo foram usadas células de vidro de dois e trés compartimentos representadas na
figura 16 —a e b, respectivamente.

Todas a experiéncias foram conduzidas numa caixa de Faraday.

(a) (b)

Figura 16 - Células de (a) 2 e (b) 3 compartimentos usada nos ensaios electroquimicos convensionais.

Na MECQ, a célula electroquimica ¢ constituida por um nico compartimento onde se
encontra o ET, o EA, um fio de platina (Pt counter electrode for EQCM - CHI 129), e 0 ER
saturado de calomelanos, Hg/Hg,Cl, saturado em KCI, ESC, figura 17. Como eléctrodo de
trabalho, foi usado um cristal de quartzo a 8 MHz (AT-cut), com uma camada de 1000 A de
platina sobre uma camada de titdnio depositada por evaporagdo térmica do metal ¢ uma area
geométrica de 0,2 cm™.

As experiéncias foram também conduzidas numa caixa de Faraday. Antes do inicio
dos ensaios o sistema foi deixado estabilizar por um periodo de 2-3 horas. Devido a elevada
sensibilidade deste foi necessario garantir o melhor isolamento do sistema em relacdo a

flutuagdes de pressdo atmostérica, pelo que a célula utilizada ¢ fechada.
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5

y 2 — 3

Figura 17 - Esquemas da célula electroquimica da MECQ: 1- tampa com
entradas para ER, ET e entrada e saida de N,; 2 - corpo da célula; 3 - base;
4 - contactos eléctricos ET; 5 - ET de platina; 6 - ER; 7 - EA.

Para a obtencdo de imagens de MFA os filmes foram crescidos numa célula
electroquimica, figura 18, de um compartimento onde se encontra o ET (slide de vidro
recoberto de uma camada de platina), o EA, um fio de platina e o ER - saturado de
calomelanos, Hg/Hg,Cl, saturado em KCI - ESC. O ET ¢ previamente limpo em solugdo de
H,SO4/H,0; e sujeito a tratamento a chama oxidante. Os filmes sdo, ap6s polimerizagao,
lavados, secos numa corrente de azoto e transferidos para o microscopio para obtengdo das
imagens.

Mo
E—J
TF

ﬁ|¥8
Figura 18 - Célula electroquimica usada no crescimento dos filmes para
caracterizacdo morfoldgica por MFA: 1- tampa com entradas para ER (2) e

EA (3) e para entrada e saida de N, ; 4 - corpo da célula; 5 - base; 6 - ET de
platina; 7 — o-ring e 8 — contacto eléctrico.

O eléctrodo usado para obter as imagens de microscopia electronica de varrimento foi
o descrito anteriormente para os ensaios electroquimicos convencionais.
A célula electroquimica usada no MVE ¢ constituida por um Unico compartimento:

numa posi¢ao central coloca-se horizontalmente com o auxilio de um nivel de bolha de ar o
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eléctrodo-substrato, de ouro policristalino montado numa resina epoxidica; o EA, de folha de
platina, situa-se a uma distancia suficiente para ndo interferir com as reac¢des que ocorram
nos eléctrodos substrato e/ou ponta e o ER (ESC); montado em suporte proprio o eléctrodo-
ponta de platina (100 ou 10 um), é associado a um posicionador XYZ, permitindo fazer
deslocamentos segundo as 3 coordenadas. Para visualizar a posi¢do da ponta em relagcdo ao
substrato utilizou-se uma camara de video € um monitor. De acordo com os seus diametros os

eléctrodos-ponta serdo designados por A (100 um) e B (10 pum).
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3.1. ELECTROPOLIMERIZACAO

A electropolimerizacdo potenciodindmica do 5-amino-1-naftol foi realizada em
eléctrodo de platina policristalina, numa solugdo 0,5 mmol dm™ de monémero, usado sem
qualquer purificagdo prévia, em solucdo aquosa de electrolito, HCIO4 0,5 mol dm>, no
intervalo de potencial de —100 a +600 mV. Os filmes preparados serdo designados de acordo
com a nomenclatura apresentada no capitulo 2.

No primeiro varrimento de potencial no sentido anddico conduzido a velocidade de
varrimento de potencial de v= 50 mV st figura 19, observa-se uma subida da corrente de
oxidagdo para valores de potencial superiores a 500 mV, que corresponde a oxidacdo do
monomero. No varrimento inverso surge uma corrente de redugdo, a cerca de 150 mV, devido
a redugdo do polimero formado na superficie do eléctrodo de platina. A oxidacdo do filme
ocorre a cerca de 190 mV e ¢ ja notoria no 2° ciclo de potencial. Com o aumento do nimero
de ciclos de potencial, a densidade de corrente observada para a oxidacdo do mondmero
diminui, indicando que a superficie do eléctrodo se estd a depositar um filme de polimero,
PAN, que dificulta a oxidagdo do mondmero. No entanto, as intensidades dos picos de
oxidacdo e redugdo do polimero aumentam com o nimero de ciclos de potencial, revelando o
seu crescimento e concomitante incremento de locais electroactivos na sua estrutura. Para
filmes crescidos com 30 ou mais ciclos de potencial surge, nos voltamogramas representados
na figura 19, um outro processo de oxidagdo a valores de potencial proximos do limite
anodico, cuja intensidade aumenta com o nimero de ciclos de potencial. De acordo com a
literatura [16] esta oxidagdo corresponde a formacao de bipolardes e dicatides na estrutura do
polimero, o que pode provocar a sobreoxidacdo do filme com consequente diminui¢do da sua
electroactividade. De facto, para o crescimento dos filmes de PAN, v = 50 mV s, verificou-
se que as cargas de oxidagao e redugdo envolvidas na conversao redox do polimero aumentam
linearmente com o numero de ciclos de potencial até cerca de 30, apdés o que a
electroactividade dos filmes tende para um patamar, como se ilustra na figura 20. De salientar
que se verificam deslocamentos dos potenciais dos picos da conversdo redox do filme,
denotando que os processos se tornam mais dificeis e que a resposta perde o caracter

reversivel, tabela 2.
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Figura 19 — Voltamogramas ciclicos do 1° (—), 5° (—), 20° (——), 30° (—) e 50° (—)
ciclos de potencial da electropolimerizagio do 5-amino-1-naftol 0,5 mmol dm™ em
HCIO, 0,5 mol dm™; v =50 mV s™.
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Figura 20 - Variagdo da carga de oxida¢do com o numero de ciclos de potencial na
electropolimerizagdo do 5-amino-1-naftol numa solugdo 0,5 mmol dm™ de monémero em
HCI10, 0,5 mol dm™; v=50mV s\,

Tabela 2 — Potenciais dos picos de oxidacdo e reducdo do
ultimo ciclo da polimerizagao do PAN.

Filme E . /mV E e /mV AE / mV

PAN 5/50 173 133 40
PAN 10/50 178 143 35
PAN 20/50 185 154 31
PAN 30/50 182 148 33
PAN 50/50 189 155 34
PAN 100/50 190 119 71
PAN 200/50 188 76 112

E — valores de potencial dos picos de oxidagdo (0x.) e redugdo (red.) do
ultimo ciclo da polimerizacéo dos filmes de PAN crescidos com diferentes
numeros de ciclos; AE — variagdo de potencial entre o pico de oxidagdo e

redugdo.

33



Do‘i(&Amino»l—NaFﬁoD

O efeito da velocidade de varrimento de potencial, v, usada para o crescimento do
PAN no comportamento redox dos polimeros foi analisado para filmes formados com 20
ciclos. Os valores que se registam na tabela 3 correspondem as caracteristicas voltamétricas
observadas para o ultimo ciclo de polimerizagao.

Quando v aumenta entre 2 e 50 mV s™, a quantidade de material depositado decresce,
mas os potenciais de oxidacdo e reducdo do PAN ndo sdo significativamente alterados. No
entanto, maiores velocidades de varrimento de potencial conduzem a grandes afastamentos
dos potenciais da conversdo redox do polimero, o que reflete a menor organizagdo estrutural
assim conferida e, portanto, baixa electroactividade.

Embora ndo seja possivel estabelecer uma relagdo entre a quantidade de polimero
depositado e a velocidade de varrimento de potencial durante a electropolimerizagdo, a
dréstica variacdo da carga de oxidacao e reducdo que a figura 21 mostra sugere que a elevados
valores de v ocorre a formagao doutro tipo de estrutura, possivelmente em escada, como
referido no capitulo 1, que causando defeitos na cadeia polimérica diminuem a
electroactividade.

Os nossos dados apontam para condigdes de crescimento potenciodindmico do PAN
em que a velocidade de varrimento de potencial ndo ultrapasse 50 mV s™' e o namero de ciclos

seja cerca de 30 de modo a observar filmes com boas caracteristicas de electroactividade.

Tabela 3 — Potenciais dos picos, cargas e densidades de corrente de oxidagdo e redugdo do ultimo ciclo
da polimerizacdo do PAN a diferentes velocidades de varrimento.

Filme EIr(R// EIrrf\c;/ AE /mV m% 0(;14'2 m% r(e;-;_z R mkér;'z mjAreEl:.n/T2
PAN 20/2 176 155 21 9,1 10,7 0,8 0,06 0,09
PAN 20/20 175 156 19 2,0 1,9 1,0 0,12 0,15
PAN 20/50 185 154 31 0,8 0,9 0,9 0,20 0,26
PAN 20/200 199 144 55 0,4 0,4 1,0 0,27 0,31
PAN 20/500 203 118 85 0,2 0,2 0,9 0,41 0,52

E — valores de potencial dos picos de oxidagdo (ox.) e redugdo (red.) do ultimo ciclo da polimerizagdo dos filmes de PAN
crescidos a diferentes velocidades; AE — variag@o de potencial entre o pico de oxidagdo e redugdo; Q — cargas de oxidagdo
(ox.) e redugdo (red.); R — razdo entre as cargas de oxidagdo e redugdo; j — densidade de corrente dos picos de oxidagdo (0x.) e
redug@o (red.).
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Figura 21 — Carga de oxidacdo vs. v obtidos para o 20° ciclo de potencial (no
intervalo potencial de -100 a 400 mV) da electropolimerizagao.

3.2. CARACTERIZACAO ELECTROQUIMICA DO ELECTRODO
MODIFICADO

A caracterizagio em HCIO, 0,5 mol dm™ no intervalo de potencial aplicado na
polimerizacao (-100 a 600 mV) dos filmes de PAN crescidos potenciodindmicamente a
50 mV s com diferente niimero de ciclos de potencial - voltamogramas representados na
figura 22 - mostra um comportamento semelhante ao observado nos voltamogramas da
polimerizacao. Para mais de 30 ciclos de potencial de crescimento, o processo de oxidagdo a
valores de potencial superiores a 450 mV aumenta de intensidade, desloca-se para valores de
potencial mais positivos e ¢ acompanhado de perda de reversibilidade do processo redox do
filme, como se apresenta na figura 22. Correspondendo este processo a sobreoxidacdao do
filme como referido acima; no sentido de evitar mais degradacdo do polimero o limite
anddico de potencial na caracterizagao dos filmes formados, foi realizada no intervalo de
—100 a +450 mV. Nestas condi¢des os voltamogramas revelam uma conversdo redox
reversivel que envolve a protonacdo/desprotonacdo do grupo amina e a inclusdo/exclusao de
anides do electrdlito. Verifica-se uma diferenga de potencial entre os picos de oxidacdo e
reducdo, AE, de cerca de 30 mV, em boa concordancia com o mecanismo proposto por
Barbero et al. [10], em que no processo redox do polimero em meio acido estdo envolvidos 2
electrdes.

Embora o processo de electropolimerizacdo fosse concluido ao limite catddico
verificou-se a necessidade de proceder a descarga, por aplicagdo de um potencial catddico

constante de -100 mV durante 600 segundos, para que a redugdo dos filmes fosse completa;
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nestas condi¢des durante a caracterizagao, a carga de oxidagdao do primeiro ciclo de potencial
¢ superior a carga de reducdo, como se ilustra na figura 23 para os filmes PAN 20/50 e

PAN 50/50. Comportamento semelhante foi observado para os restantes filmes (tabela 4).
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-0.6 1

08+—"—"7T 7T T T T 7
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Potencial / mV vs. ESC

Figura 22 - Voltamogramas ciclicos dos filmes de poli(5-amino-1-naftol), crescidos
com 20 (—) PAN 20/50, 30 (—) PAN 30/50, 50 (——) PAN 50/50 e 100 ciclos de
potencial (—) PAN 100/50, obtidos em HCIO,4 0,5 mol dm™; v=50 mV s™.

Os dados presentes na tabela 4 para PAN 10/5, PAN 20/5, PAN 10/50 ¢ PAN 50/50
mostram ainda que o aumento do numero de ciclos e a diminuicdo da velocidade de
varrimento de potencial no crescimento do filme conduz a um aumento das cargas envolvidas
na conversdo redox dos filmes. Este comportamento esta de acordo com a influéncia do tempo
de polarizacdo e da velocidade de varrimento de potencial na estrutura do polimero, descrita

na literatura [16-18] e ja referida na introducao (figuras 3a e 3b).
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Potencial / mV vs. ESC
Figura 23 - Voltamogramas ciclicos dos filmes de poli(5-amino-1-naftol) obtidos

em HCIO, 0,5 mol dm™ com 20: (—) 1° ciclo e (—) 2° ciclos e 50 ciclos: (—) 1°
ciclo e (—) 2° ciclos; v= 50 mVs™.
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Tabela 4 — Cargas de oxidagdo e reducdo dos filmes crescidos com 20 ciclos
de potencial a diferentes velocidades de varrimento de potencial.

Polimero no m;// ¢ Ciclo m% %Xm-z / m%Rgfn-z R
PAN202 20 2 ! 2:; 2:2 }:8
PAN10/5 10 5 ! };‘ }i }(1)
PAN20/5 20 é 32 33 }:g
PAN2020 20 20 ! 7 23 0
PAN10/50 10 ) 8;2 8;2 523
PAN 20/50 20 50 é }5 i% i(l)
PAN'50/50 50 5 25 25 1.0
PAN 20/100 100 é 823 823 (1):8
PAN20/200 20 200 é 823 82; 533
PAN 20/500 500 é 823 823 (1)3

n — numero de ciclos de potencial na electropolimerizagdo; v - velocidade de varrimento de
potencial na electropolimerizagdo; Q — cargas de oxidagdo (ox.) e redugdo (red.) obtidas a partir
dos voltamogramas ciclicos da caracterizagdo dos filmes em solugdo de electrolito a 50 mV.s';
R —razéo entre as cargas de oxidag@o e redugdo.

Os voltamogramas obtidos na caracterizagdo dos filmes de PAN revelaram também
que para filmes formados a baixas velocidades a reversibilidade do processo de conversao
redox diminui com o aumento do nimero de ciclos de crescimento, i.e. com a espessura do
filme depositado (tabela 5). O cardcter mais denso e compacto das primeiras camadas
poliméricas crescidas a baixos valores de v dificulta 0 movimento dos anides no seu interior.
Para velocidades de crescimento mais elevadas, e.g. 50 mV s, o deposito inicial deve ser
menos organizado, ¢ um provavel aumento da porosidade com o espessamento do filme pode

explicar a maior reversibilidade no processo redox observada.
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Tabela 5 — Potenciais de oxidacdo e reducdo dos filmes PAN, caracterizados em
HCIO, 0,5 mol dm™ apds polimerizagdo e descarga a —100mV/600s e diferengas
de potencial entre os picos de oxidagdo e redugdo.

Meio Filme Y . Eo/mV  E../mV AE/mV
/mV s
o PAN 10/5 210 184 26
HCIO,

PAN 2 21 ] 4
0,5 mol dm™ N 2075 50 3 66 !
pH 0 PAN 10/50 192 152 40
PAN 50/50 205 182 23

E — potenciais dos picos de oxidagdo (ox.) e redugdo (red.) dos filmes; AE — variagdo de
potencial entre os picos de oxidaggo e redugdo.

Avaliou-se o comportamento electroquimico do PAN 10/5, PAN 20/5, PAN 10/50 e
PAN 50/50 em meio neutro, i.e. com pH compativel com a presenca de moléculas biologicas,
nomeadamente solugdes de tampao fosfato, preparadas a partir de uma mistura solugdes
0,1 mol dm™ de Na,HPO,4 e NaH,PO,, ou tris(hidroximetil)-aminoetano (Tris-HCI) pH 7.

No intervalo de potencial em que se observa a conversdao redox do PAN em tampao
fosfato (—400 a +400 mV), os voltamograma obtidos para o filme PAN 10/50 e para a platina
sem filme, figura 24, mostram que a reversibilidade do processo redox do filme ¢ menor neste
meio do que em solug¢do acida. De notar que se procedeu a prévia polarizacdo do filme a
-400 mV durante 1800 s para a completa redugao do PAN. Os dados voltamétricos recolhidos
para os filmes PAN 10/5, PAN 20/5, PAN 10/50 e PAN 50/50 (tabela 6) mostram grande
diversidade de potenciais relativos a conversdo redox do polimero e clara perda de
reversibilidade do processo redox dos filmes neste meio.

Segundo o mecanismo redox proposto por Ohsaka et al. [15] para o poli(5-amino-1-
naftol), existem relagdes 1:1 e 2:1, entre protdes e electrdes, em meio acido e basico,
respectivamente; a fraca resposta voltamétrica a valores de pH neutro pode dever-se a uma
situacdo de transicdo entre os dois processos. Também a baixa basicidade do poli(5-amino-1-
naftol), referida por Barbero et al. [10], que se traduz em meio neutro em menor protonacao
dos grupos amina devera contribuir para a menor electroactividade observada.

Compararam-se os resultados obtidos, em tampao fosfato pH 7 com os registados nas
mesmas condi¢gdes para uma solucdo com ido perclorato, NaClO4, pH 7, confirmando-se que
os efeitos acima analisados se devem a um efeito de pH e ndo a natureza do anido em solugao
(figura 25 - a). De facto na solugcdo de NaClOy4, o filme apresenta uma electroactividade
comparavel a obtida em solugdo tampao fosfato sendo o processo redox igualmente menos
reversivel do que em meio 4cido.

Os resultados obtidos para o PAN 10/50 em Tris-HCI, pH 7, sdo semelhantes aos

obtidos em tampao fosfato pH 7, como se ilustra na figura 25 - b.
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Figura 24 — Voltamograma ciclico da caracterizacdo dos filmes: (—) PAN 10/5, (—) PAN 20/5, (—)

PAN 10/50 ¢ (—) PAN 50/50 em tampdo fosfato pH 7, descarga do filme a —400mV/1800s;
v=50mVs™.
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Figura 25 — Voltamogramas ciclicos da caracterizagdo do filme de PAN 10/50 em: (a) (—) NaClO4 e
(—) tampao fosfato, pH 7 e (b) Tris-HCI, pH7; descarga do filme: 400mV/1800s; v=50 mV s™.

A resposta do eléctrodo modificado com PAN 10/50, a presenca de espécies
4-/3-

2

electroactivas em solucdo tampao fosfato pH 7, nomeadamente os pares [Fe(CN)g]

[Co(bpi)3]2+/ 3 e/ou [Co(fen);]**", foi avaliada como se ilustra para o complexo de ferro na

figura 26. Para a conversdo redox do par [Fe(CN)e]*"*

obteve-se uma resposta electroquimica
fraca. Adicionalmente ao processo de oxidagao e redugao do filme PAN 10/50, verificou-se a
ocorréncia de outro processo redox, a valores de potencial muito positivos, que corresponde a

conversio do par [Fe(CN)s]*"™*

. Esta conversdao ¢ dificultada no eléctrodo modificado,
apresentando um grande afastamento de potencial entre os processos de oxidacdo e redugao.

Para os pares, [Co(bpi);]*"*" e [Co(fen);]*"*", o resultado obtido foi semelhante.
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Figura 26 - Voltamogramas ciclicos da caracterizagdo do filme de PAN 10/50 em (—)
tampao fosfato, pH 7, e (—) tampao fosfato contendo Fe(CN)¢""*; v=50 mV s™.

A fraca electroactividade do poli(5-amino-1-naftol) no meio compativel com as
moléculas biologicas que se pretendem imobilizar no eléctrodo modificado e ainda a fraca
resposta electrocatalitica na conversdao redox das espécies electroactivas estudadas vem

inviabilizar o uso deste polimero no cumprimento dos objectivos deste trabalho.

40



Capfcu‘o i

antege e Cmm cterizacdo

da Do’itionina



Do‘itionina

4.1. ELECTROPOLIMERIZACAO DA TIONINA EM MEIO ACIDO

Seleccionou-se este monomero (figura 5) para a modificagdo de eléctrodos de platina
por electropolimerizagdo pois contém grupos amina livres e tem a vantagem de funcionar
como mediador redox, pelo que se espera que apresente elevada eficiéncia na transferéncia
electronica entre a superficie do eléctrodo e espécies imobilizadas na superficie do polimero
e/ou em solugao.

A resposta voltamétrica da tionina (TN), em meio acido, ¢ bem definida (figura 27),
apresentando, no intervalo de potencial de 0 a 500 mV, um pico de redugdo a cerca de 195
mV, que corresponde a conversdo da tionina em leucotionina (forma reduzida) e um pico de
oxidagdo a cerca de 231 mV, que corresponde a conversao da leucotionina em tionina (forma

oxidada), como representado na figura 6 - a (pagina 7).

Densidade de Corrente / pA cm™

—— Tionina
—— Platina

T T T T T T T T T T
0 100 200 300 400 500
Potencial / mV vs. ESC

Figura 27 — Voltamogramas ciclicos da (—) conversao redox reversivel da TN em meio
4cido (Tionina 50 pmol dm® em H,SO; 0,05 mol dm™) num eléctrodo de platina
policristalina ¢ (—) comparagdo com a resposta da platina no mesmo meio sem
mondémero; v=20mV s’

A diferenca de potencial entre os referidos picos € de cerca de 36 mV, préoxima do
valor previsto pelo mecanismo proposto por Lee et al. [14], que prevé que a conversdo em

meio acido, envolva 2 electrdes, figura 6 - a.
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A politionina foi polimerizada, potenciostitica e potenciodindmicamente, numa
solucdo de acetato de tionina em meio acido, H,SO,4 0,05 mol dm?. Os filmes de politionina

serdo designados de acordo com a nomenclatura descrita no capitulo 2.

4.1.1. Electropolimerizacao Potenciostatica

Foram selecionados valores de potencial no intervalo de 1000 a 1250 mV devido a
oxidacdo irreversivel do mondémero ocorrer a valores de potencial superiores a 1000 mV
(figura 28), tendo-se registado os transientes de carga presentes na figura 29. O aumento de
carga verificado a potenciais superiores a 1200 mV deve-se ao comportamento da platina a
estes valores de pH como ilustrado no voltamograma ciclico incluido na figura 29 e nos

respectivos transientes em solucdo isenta de mondémero.
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Figura 28 — Voltamogramas ciclicos da platina numa solu¢do de H,SO,4 0,05 mol dm™
(—) sem e (—) com monémero; v=20mV s

Para os restantes potenciais, comparando os valores de carga obtidos na solugdo de

H,SO4 e numa solugdo com tionina, figura 29, aquela ¢ maioritariamente devida a

polimerizacdo, aumentando com o potencial, tabela 6.
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Figura 29 — Transiente de carga da polarizagdo (7200 s) da platina em solugio de H,SO, 0,05 mol dm™
(—) isenta e (—) contendo 50 pmol dm™ de Tionina, a diferentes valores de potencial (1000, 1050,
1100, 1150, 1200 e 1250 mV) assinalados no voltamograma da platina em H,SO, 0,05 mol dm™ (a).
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Tabela 6 — Valores de carga envolvidos na polarizagdo da
platina em H,S0, 0,05 mol dm™ com e sem tionina.

t=7200s Q/mC cm™
Potencial / mV TN em H,SO, H,SO,
1000 4.5 1,4
1050 6,1 2,0
1100 7,6 1,8
1150 8,0 2,2
1200 13,9 6,7
1250 25,9 9,7

Q — Carga envolvida na polarizagdo da platina em H,SO4 0,05 mol dm™ ¢
na mesma solugo contendo mondémero (50 pmol dm?).

Assim, o valor de potencial mais favoravel para a electropolimerizagdo potenciostatica

da tionina em meio acido é de 1150 mV.

4.1.2. Electropolimeriza¢ao Potenciodinamica

Os perfis de corrente-potencial observados durante a electropolimerizacao
potenciodinidmica da politionina num eléctrodo de platina (80 ciclos, v = 20 mV s™) estdo
representados na figura 30. No primeiro ciclo de potencial, com potencial inicial ao potencial
em circuito aberto (Epca = 500 mV), a reac¢do irreversivel de oxidacdo da tionina na platina
ocorre a valores de potencial superior a 1,0 V, com a formacdo de radical-catides que
provavelmente ddo origem a dimeros isémeros, como reportado na literatura para as azinas
com substituintes amina [22]. A deposi¢cdo dos oligdmeros na superficie do eléctrodo deve
ocorrer sobre uma camada de PtO [12, 13] e uma vez que a tionina adsorve reversivelmente
em platina, ndo se observa nucleagdo de uma nova fase na superficie do eléctrodo [24, 95]. No
decorrer dos ciclos seguintes, observa-se um pequeno aumento na corrente de oxidacdo a
1150 mV; o incremento monotonico nas correntes de pico de oxidagdo e reducdo a
aproximadamente 185 e 220 mV respectivamente, indica o crescimento do filme electroactivo
de PTN. Estes incluem a reac¢do redox homogénea do mondémero em solucdo, sobreposta

com a conversao redox da politionina.
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Figura 30 - Voltamogramas ciclicos (80 ciclos) da electropolimerizagdo da politionina em
50 umol dm™ tionina e 0,05 mol dm™ H,SO, em platina, v=20 mV s

Filmes de politionina formados com diferentes valores de potencial de limite anodico,
velocidade de varrimento e niimero de ciclos de potencial foram preparados, lavados com
electrolito e caracterizados a 20 mV s em solugio sem mondmero, com o objectivo de
seleccionar as condi¢des experimentais para o crescimento potenciodindmico da tionina em
meio acido que levam a obtencdo de filmes com electroactividade mais elevada. Na tabela 7
encontram-se representados os pardmetros obtidos na caracterizacdo electroquimica. As
cargas de oxidagdo (Qox) € reducdo (Qreq) aumentam com o valor de potencial do limite
anddico (Ej,) até¢ 1150 mV, o nimero de ciclos de potencial (n) e com a diminuicdo da
velocidade de varrimento (v) entre 100 ¢ 20 mV s, dando indica¢do das condicdes mais
favoraveis para a formacao de um polimero mais electroactivo na superficie do eléctrodo de
platina. E de salientar que filmes de politionina crescidos com mais do que 80 ciclos de
potencial apresentam menor electroactividade. O valor de potencial do limite anddico revelou
ser um factor fundamental na electropolimerizacdo da tionina. Este, tendo de ser
suficientemente elevado para se atingir a oxidacdo do mondmero, ndo pode ser excessivo €
conduzir a sobre-oxidagdo e destruicdo do filme. Na tabela 7 também se oserva que cargas
mais elevadas na conversdo redox do filme de politionina correspondem a um maior
afastamento dos picos anoddico e catddico, AE, sugerindo a ocorréncia de alteracdes
estruturais com o aumento da espessura do filme. Os resultados apontam para que filmes
crescidos em meio acido (H,SO4 0,05 mol dm'3) com 80 ciclos no intervalo de potencial entre

0e 1150 mV a 20 mV s™ devem apresentar boas caracteristicas electroquimicas.
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Tabela 7 - Dados electroquimicos obtidos a partir dos voltamogramas da caracterizagdo dos
filmes de PTN crescidos sob diferentes condigdes experimentais.

Condigdes de crescimento Dados obtidos nos voltamogramas ciclicos de caracterizagdo
v VS 0]t meent R wmywvwb
1100 20 80 0,32 0,32 1,0 279 201 78

20 0,41 0,31 1,3 277 226 51

20 40 0,62 0,47 1,3 271 210 61

1150 80 0,75 0,80 0,9 263 167 96
50 20 0,42 0,44 0,9 248 154 94

100 0,31 0,28 1,1 246 167 79

1200 0,43 0,41 1,0 275 156 119
1230 20 80 0,28 0,28 1,0 244 164 80
1250 0,16 0,20 0,8 258 170 88

E , — potencial do limite anédico na electropolimerizagdo; v - velocidade de varrimento na electropolimerizagao; n —
numero de ciclos de potencial; Q — cargas de oxidacdo (ox.) e redugdo (red.) obtidas a partir dos voltamogramas da
caracterizagio dos filmes de PTN & velocidade de potencial de 20 mV s™; Q . / Q rq — razdo entre as cargas de
oxidagdo e reducdo; E , — potenciais dos picos (a) anddico e (c) catddico; AE , — diferenga entre os potenciais dos
picos anddico e catodico.

A electropolimerizacdo potenciodindmica da TN (figura 31) em substratos de ouro
policristalino, revelou caracteristicas semelhantes as observadas em platina. Neste caso,
devido, a auséncia de oxidagdo do substrato, sobreposta a oxidagdo do mondémero o filme
deposita-se directamente no ouro; a nao observagdao de nucleagdo no primeiro ciclo da

electropolimerizacao ¢, igualmente atribuivel a adsor¢do do mondmero na superficie do metal

[24, 95].
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Figura 31 - Voltamogramas ciclicos dos ciclos (—) 1 e (—) 80 da electropolimerizagdo
potenciodindmica da tionina em ouro; TN 50 pm em H,SO,4 0,05 mol dm>,v=20mVs™.
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Os filmes de politionina crescidos nas condigdes experimentais optimizadas para a
electropolimerizacdo potenciodindmica em meio 4cido, PTN 80/20, apresentam uma
coloragdo amarelo dourado, contrariamente ao referido na literatura para filmes formados em
meio acido [28] mas de acordo com o descrito para filmes de politionina crescidos em
eléctrodos de carbono vitreo em meio neutro [27].

A electrosintese da PTN em eléctrodos de platina foi monitorizada por MECQ. Para o
tratamento das variacdes de frequéncia, assumiu-se um comportamento de uma camada rigida
para o filme depositado. Nesse pressuposto, usando a equagdo de Sauerbrey [75] uma
variacao negativa de frequéncia de 1 kHz corresponde a um aumento de massa no eléctrodo
de 7 pg. A partir das variagdes da frequéncia da ressonancia da microbalanca durante os
ciclos de electropolimerizagdo, foi possivel observar que a massa aumenta linearmente com o

numero de ciclos, como se mostra na figura 32.

5,
4,
“,‘E 3
o
2
e
<
14
0,
T T T T T T T T T
0 20 40 60 80
Ciclos
Figura 32 — Perfil potenciodindmico de Am / ciclos registado durante a

electropolimerizacdo da PTN (80 ciclos, entre 0 ¢ 1150 mV) em eléctrodo de Pt
numa solugao 50 pmol dm™ de TN em 0,05 mol dm? de H,SO4; v=20 mV s,

A densidade de locais electroactivos, I', calculada a partir da carga de oxidacdo do
filme, assumindo um processo envolvendo dois-electrdes, ¢ representada na figura 33 em
funcdo da massa de PTN depositada apos 20, 40 e 80 ciclos de potencial. Apesar da relagao
linear referida acima, a electroactividade dos filmes de politionina com diferentes espessuras
ndo acompanha a variacdo de massa, tendendo para um patamar. Este facto pode estar
relacionado com as ja referidas alteragdes estruturais que ocorrem ao longo da

electropolimerizagao.
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Figura 33 — Relacdo entre a densidade de locais electroactivos e massa depositada
num eléctrodo de platina para a electropolimerizagao potenciodindmica de filmes de
PTN com diferentes espessuras (PTN 20/20, 40/20 e 80/20).

Adsorc¢ado de Tionina em Platina

Para analisar a possibilidade de adsor¢@o de tionina na superficie dos eléctrodos de
platina, como um passo prévio a polimerizacdo (tal como sugerido por Hamnett ef al. [12] e
confirmada por resultados experimentais) registou-se a evolucdo do potencial de circuito
aberto (Epca) da platina policristalina imersa em H,SO4 0,05 mol dm™ contendo tionina
(figura 34). Verificou-se que o processo ¢ lento e o potencial de circuito aberto leva algum
tempo a atingir um valor constante (t =4 h; Epca = 598 £ 4 mV). A aplicacdo de um impulso
de potencial a 600 e 650 mV (t = 2s) permite que o potencial em circuito aberto de 596 + 3 ¢
625 + 2 mV, respectivamentente, seja atingido para t < 0,5 h. Comparando o valor de
potencial em circuito aberto obtido, com os valores de potencial de oxidagao (231 mV) e
reducdo (195 mV) da tionina em meio 4cido, referidos anteriormente, verificamos que, a TN

adsorve na forma oxidada.
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Figura 34 — Evolugdo do potencial em circuito aberto durante a adsor¢do da TN em
platina (TN 50 umol dm™ em H,SO, 0,05 mol dm™) (—) sem e com impulso de
potencial: (—) 600 mV/2s e (—) 650 mV/2s.

Apbs os ensaios referidos, apresenca da tionina adsorvida foi confirmada por
voltametria ciclica, observando-se em H,SO4 0,05 mol dm? uma desadsorcao reductiva,
figura 35. A desadsorcdo completa das espécies para a solugdo € confirmada pela auséncia
desta resposta no segundo ciclo de potencial. Os resultados também mostram a maior

estabilidade da camada adsorvida apos a aplicagdo do impulso de potencial de 650 mV.
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Figura 35 — Voltamogramas ciclicos (ciclos 1 e 2) da desadsor¢do da tionina adsorvida
em platina em diferentes condigdes de adsor¢do: (—) 600 mV /2se (—) 650 mV /2 s, e
comparagdo com a platina no mesmo meio; H,SO, 0,05 mol dm™, v=20 mV s™.

A partir dos valores de carga de desadsor¢do, obtidos por integragdo das curvas
correspondentes aos primeiros varrimentos catddicos (figura 35), foram calculadas as

quantidades de tionina adsorvida, I'; e I'; admitindo que estdo envolvidos 1 e 2 electroes,
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respectivamente, tabela 8; de notar que em estudos semelhantes Svetlicic et al. [23]

consideraram o envolvimento de 2 electrdes.

Tabela 8 — Valores de cargas de reducao na desadsor¢do da
Tionina (50 pmol dm™) em H,S0O, 0,05 mol dm”.

Platina Qrea. 10°T, 10° T,
Tionina em H,SO, /mC cm?  /molem?  /mol cm?

600 mV/2s 0,31 3.3 1,6
650 mV/2s 0,20 2,2 1,1

Area — area do pico de redugdo nos voltamogramas; I - concentracdo
superficial de espécies electroactivas; Q — carga.

Estimou-se a area ocupada por uma molécula com o ChemSketch, considerando a ja
referida orientacdo paralela, “flar”, como orientagdo mais favoravel da adsor¢cdo da TN em
superficies de platina; o valor obtido (6,1 x 10™° cm” molécula™) esta de acordo com o valor
reportado na literatura (A = 7,2 x 107" cm’ molécula™) [12]. Avaliaram-se as cargas
envolvidas na formac¢ao de uma monocamada de tionina adsorvida nessa orientagdo, Q; ¢ Q;

(tabela 9), igualmente admitindo que no processo estdo envolvidos 1 ou 2 electrdes.

Tabela 9 — Valores de cargas de uma monocamada de Tionina
adsorvida na superficie da platina com orientacdo paralela a

superficie
10° A/ em’ 10°T _ _
molécula’ / mol cm™ Qi /mCem? Q,/mC em™
6,1 2,7 0,026 0,052

A - Area ocupada por 1 molécula de tionina; I - concentrago superficial de
espécies electroactivas; Q — carga.

Os valores de carga assim obtidos mostram a adsor¢cao de maior quantidade de TN do
que a calculada para a orientagdo “flat”, indicando que neste meio a TN pode adsorver com
orientacdo diferente da inicialmente admitida.

Este facto, permite justificar a ndo observa¢do da nucleagdo de uma nova fase na
electropolimerizagao da TN em meio acido, em substratos de platina ou de ouro, uma vez que

antes do inicio da polimeriza¢do ja existem moléculas de TN adsorvidas na superficie.
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4.2. CARACTERIZACAO DO ELECTRODO MODIFICADO

4.2.1. Comportamento redox de filmes de PTN em meio acido

Para o estudo do comportamento redox dos filmes de politionina considerou-se o
intervalo de potencial 0 - 650 mV. A valores inferiores de potencial a resposta da corrente
poderia conter a contribui¢do da reac¢do de evolugdo de hidrogénio; e para limites anodicos
mais elevados dar-se-ia a sobreoxidagdo do filme.

Na figura 36 encontra-se representada a resposta electroquimica tipica de um filme de
politionina (80 ciclos a 20 mV s™), onde se pode observar a ocorréncia de um pico de
oxidacdo e outro de reducdo a cerca de 263 e 167 mV, respectivamente, que pela largura

devem compreender mais do que um processo.
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Figura 36 — Voltamograma ciclico tipico da caracterizagdo de um filme de PTN 80/20,
em meio acido, H,SO, 0,05 mol dm™; v=20mV s

Na tabela 10 listam-se os parametros voltamétricos da caracterizacdo dos filmes de
PTN 80/20 obtidos a diferentes velocidades de varrimento de potencial; pelo incremento da
carga e aproximacado dos potenciais de picos de oxidagdo e redugdo a valores de v mais baixos
pode concluir-se que o processo de transferéncia de carga no filme ¢ lento, o que esta de

acordo com o sugerido por Lee et al. [14].
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Tabela 10 — Valores de potencial dos picos e cargas de oxidacdo e reducdo dos filmes de
Politionina, PTN 80/20, caracterizados a diferentes velocidades de varrimento de potencial.

Filme \% E oxX. E red. AE Q oX. Q red.
/mV s’ / mV / mV / mV /mC ecm™ /mC cm™
100 246 150 96 0,40 0,42 1,0
PTN 80/20 20 263 167 96 0,75 0,80 0,9
267 217 50 0,89 1,20 0,7

E — potenciais dos picos de oxidagdo (ox.) e redugdo (red.); AE — diferenga de potencial entre o pico de oxidagdo e
reducdo; Q — cargas de oxidagdo (0x.) e redugdo (red.) dos filmes; R — razdo entre as cargas de oxidacdo e
redugdo.

4.2.1.1. Efeito do Modo e Condi¢des de Crescimento

Para os filmes obtidos por polimerizagdo potenciostatica, tanto o aumento de potencial
(figura 37) como do tempo de polarizagdo, figura 38, originou filmes com electroactividade
crescente. Os valores resultantes da analise dos voltamogramas presentes nas figuras 37 e 38
estdo listados na tabela 11. A multiplicidade de processos redox observdveis nalguns dos
voltamogramas ciclicos, particularmente notdérios em filmes mais espessos ou formados a
valores mais elevados de potencial, apontam a presenga de camadas com estrutura pouco
homogénea. A formacdo de isémeros no decorrer da polimerizacdo (dependendo de qual
atomo de carbono, em posi¢do orto em relacdo ao grupo -NH,, ¢ atacado, e aos factores
referidos anteriormente como os deslocamentos de potencial induzidos pela diminui¢do do
caracter dador do atomo de azoto), a formacdo de ligagdes tipo-benzidina e adsor¢do de
moléculas de mondmero no polimero através da formagao de ligagdes S-S (que também pode
dar origem a um par redox a valores de potencial mais negativos por aumento da densidade

electrénica do sistema aromatico) sdo explicagdes plausiveis do comportamento observado.
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Figura 37 — Caracterizagdo dos filmes de PTN em H,SO, 0,05 mol dm?, crescidos a
potencial constante durante 7200s a: (—) 1000, (——) 1050, (—) 1100, () 1150, (—)
1200 mV e (—) 1250 mV; v = 100 mV s™'.
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Figura 38 — Caracterizagio em H,SO4 0,05 mol dm™ dos filmes de PTN crescidos a

potencial constante durante: (— — —) 3600, (- )7200, (———)14400 e (—-—-—)21600s;
v=100mV s

Tabela 11 — Valores das cargas de oxidagdo e reducdo obtidos na

caracterizacao dos filmes de  politionina, crescidos
potenciostaticamente em diferentes condigdes.

Filme * Qox / mC cm’? Qe / mC cm’? R
PTN 1000/7200 0,32 0,31 1,0
0,30 0,32 0,9
0,34 0,33 1,0
0,67 0,72 0,9
0,74 0,74 1,0
PTN 1100/7200 0,68 0,67 1,0
0,53 0,55 1,0
PTN 1200/7200 0,70 0,79 0,9
PTN 1250/7200 0,62 0,68 0,9

Q — cargas de oxidagdo (ox.) e redugdo (red.) dos filmes; R — razdo entre as cargas
de oxidagdo e redugdio; * - v=100 mV s™.

O comportamento redox dos filmes de PTN obtidos potenciodinamicamente apresenta
as mesmas caracteristicas, sedo mesmo possivel selecionar condi¢des de preparagdo sob modo
potenciostatico e potenciodinamico conducentes a observacdo de respostas muito similares,

€. 2 E cres = 1150 mV e t=7200 s e 80 ciclos a v=20 mV s’l, como se ilustra na figura 39.
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Figura 39 — Voltamogramas ciclicos da caracterizagdo dos filmes (—) PTN 80/20 e (—)
PTN 1150/7200 em H,SO, 0,05 mol dm™; v =100 mV s™.

4.2.1.2. Efeito da Natureza do Substrato

Comparou-se o comportamento de filmes crescidos potenciodinamicamente (40 e 80
ciclos) em substratos de ouro e platina verificando-se para o 1° caso uma electroactividade
ligeiramente inferior ¢ menor afastamento dos picos de oxidagdao e reducdo — figura 40;

tabela 12.
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Figura 40 - Voltamogramas ciclicos da caracterizacao dos filmes (a) PTN 40/20 e (b) PTN 80/20 em
substratos de (—) Platina e (—) Ouro; H,SO,4 0,05 mol dm™; v=20 mV s™.
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Tabela 12 - Valores de cargas, potenciais e densidades de corrente de picos de
oxidagdo e redugdo dos filmes PTN 40/20 ¢ PTN 80/20 em substratos de ouro
e platina; H,SO, 0,05 mol dm’.

Substrato Platina Ouro
Filme * PTN 40/20 PTN 80/20 | PTN 40/20 PTN 80/20
E on /mV 271 263 272 259
E 1a/ mV 210 167 233 221
AE / mV 61 96 39 39
Q o /mC cm™ 0,62 0,75 0,47 0,65
Q 1./ mC cm™ 0,47 0,30 0,35 0,67
R 1,3 0,9 1,4 1,0
jox./ HA cm™ 40 49 33 47
jred./ PA cm’ 34 57 26 44

Q - cargas de oxidagdo e redugdo; R - razdo entre as cargas de oxidagdo e reducdo; E -
potenciais dos picos de oxidacdo e de reducdo; AE - diferenca de potencial entre o pico de
oxidago e redugio; j - densidade de corrente de oxidagdo e redugdo; * - v=20mV s™.

4.2.1.3. Efeito da Espessura dos Filmes

Como se referiu na discussdo dos resultados da electropolimerizacao

potenciodinamica da PTN, sdo de esperar alteragdes estruturais quando se preparam filmes
espessos. Para analisar a influéncia da espessura dos filmes no processo de conversdao redox
da PTN, procedeu-se a caracterizagdo de filmes PTN 20/20 e 80/20 variando a velocidade de
varrimento de potencial, entre 5 ¢ 100 mV s”'. Verificou-se que para a PTN 20/20, a
densidade de corrente do pico apresenta uma relacdo linear com a velocidade de variacdao de

potencial, enquanto que para a PTN 80/20, se obtém uma relagdo linear com v'’?, figura 41.
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Figura 41 - Representacao da densidade de corrente de pico em func¢do da velocidade de varrimento de
potencial para filmes de politionina (a) PTN 20/20 e (b) PTN 80/20 em H,SO, 0,05 mol dm™.
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Os resultados indicam que os processos de transferéncia de carga nos filmes passam de um
controlo por transferéncia electronica para um controlo por difusdo, com o aumento da

espessura.

4.2.2. Comportamento redox de filmes de PTN em meios bioldgicos

Sendo objectivo do presente trabalho obter eléctrodos modificados com filmes
poliméricos electroactivos e estdveis em meios bioldgicos, estudou-se a resposta da PTN
80/20, em diversos meios compativeis com moléculas bioldogicas nomeadamente Tampao
Fosfato, Tampao Acetato, Acido Morfolinoetanossulfonico (MES) e
Tris(hidroximetil)aminoetano (Tris-HCI), com valores de pH entre 5,5 e 8,5. Comparando as
respostas do filme nos diferentes meios, figura 42, é possivel verificar que, para além dos ja
esperados deslocamentos dos picos de oxidagdo e redugdo devido a variacdes de pH das
solugdes, também se observam comportamentos redox distintos. Em solu¢do de tampao
acetato com pH 5,5, o filme apresenta maior electroactividade, registando-se um pico de
oxidacdo e outro de reducgdo, que pela sua forma alargada devem compreender mais do que
um processo; em solugdo de tampao fosfato, MES e Tris-HCI, dois processos de oxidacao e
dois de reducdo sdo facilmente distinguiveis; menor electroactividade ¢ observada na
caracterizagdo em solucdo de tampao fosfato.

A presenca de mais do que um par de ondas redox na caracterizagdo de polimeros
electroactivos tem sido também observada em outros sistemas, e.g. no poli(azul de metileno)
[22]. O processo que ocorre a valores de potencial mais positivos foi atribuido a alteragdes
nos anéis aromaticos que, reduzindo o cardcter dador do atomo de azoto, induzem o
deslocamento de potencial. O par redox a potenciais mais negativos, resulta, como ja referido,
da conjugacdo tipo-mondémero também presente no polimero [34], que pode provir de
moléculas de mondmero adsorvidas no polimero por ligagdes S-S; estas, aumentando a
densidade electronica do sistema aromatico, induzem o deslocamento de potencial no sentido

catodico.
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Figura 42 — Voltamogramas ciclicos da caracterizacdo de filmes PTN 80/20 em (—)
Tampao Acetato pH 5,5, (—) MES pH 6,6, (—) Tampédo Fosfato pH 7 ¢ (—) Tris pH
8,5, v=20mV s

4.2.3. Efeito do pH no comportamento electroquimico do PTN

A caracterizacdo electroquimica de filmes PTN 80/20 em solugdes numa gama
alargada de valores de pH, pH 1,3 (H2SO4) e de 5,5 a 12 (solugdes de fosfato), cujos
voltamogramas se encontram representados na figura 43, permitiu verificar que este apresenta

estabilidade e maior electroactividade em solu¢des com pH entre 1,3 € 9.
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Figura 43 — Efeito do pH na electroactividade do filme de Politionina, PTN 80/20 em
solugdes tampao fosfato com diferentes valores de pH: (—) 1,3, (—) 5.5, (—) 7, (—) 8§,
()9e()12;v=20mVs".

Devido a perda de locais electroactivos com o aumento do pH, em meio mais alcalino,

¢ observada menor electroactividade, o que estd de acordo com a hipotese da transferéncia
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electronica entre locais redox vizinhos acompanhada de transferéncia protonica, ou seja, a
desprotonacao do polimero reduz a velocidade de transferéncia electronica [6]; para além
disso ha possibilidade de ides hidroxido, HO", formarem pontes de hidrogénio e interactuarem
com as cargas positivas do filme, estabilizando-o e dificultando a conversdo redox da
politionina nesses meios [35].

De acordo com o referido anteriormente, dois processos redox sdo identificaveis
(figura 43) a valores de pH superiores a 5,5 (possivelmente encontram-se sobrepostos em
meio acido, onde apenas um par de picos redox ¢ observavel). Destes, o processo a valores de
potencial mais negativos (I) apresenta-se dependente do pH: a oxidagdo (I) desloca-se para
potenciais menos negativos cerca de 30 e 65 mV/pH com a diminui¢do do pH entre 12 e 7 ¢ 7
e 5,5, respectivamente. Estes valores estdo proximos dos valores Nernstinianos de 29,5 e 59
mV para processos envolvendo um-protdo/dois-electrdes e dois-protdes/dois-electrdes,
respectivamente. De pH 5,5 a 1,3, o deslocamento do valor de potencial de oxidagdo ¢ de 90
mV/pH, o que representa um processo de trés-protoes/dois-electroes. Este resultado difere do
anteriormente proposto na literatura [28] mas estd de acordo com o esquema reaccional
representado por Hillman e colaboradores [12, 31] para o processo redox que ocorre em
filmes de politionina a valores de pH inferiores a 5. Além disso, este facto parece significar
que tanto o atomo de azoto do anel heterociclico como o que estabelece a ponte entre duas
unidades de mondémero devem estar protonados neste meio, apesar de o valor do pKa dos
grupos amina primarios da tionina ser inferior a —1. A redu¢do dos anéis das azinas leva a
protonacdo dos grupos amina em azinas contendo aminas primarias, o que reforca o
mecanismo de trés-protdes/dois-electroes [6]. O segundo processo de oxidacao (II), pelo
menos no intervalo de pH entre 5,5 e 9, parece ser independente do pH, sem a participagdo de
protdes. Por outro lado, o pico de reducao (II) deverd depender do pH, sendo deslocado para
valores de potencial mais negativos com o aumento do pH. Na tabela 13 encontram-se
representados os deslocamentos de potencial dos processos anddicos e catdodicos com o
aumento do pH da solugdo. E também possivel observar que o processo redox (I) apresenta
valores de AE inferiores, confirmando a sua atribuicdo a transferéncia de protdes, que devem
ter uma cinética mais rapida do que outras espécies, uma vez que estas se podem mover no
filme de politionina por um processo tipo-Grotthus [6] através de moléculas de dgua e grupos
amina no polimero. Esta observagdo também estd de acordo com a hipdtese acima formulada
de este processo poder estar relacionado com conjugacdo tipo-monOmero presente no
polimero [34], uma vez que ¢ dependente do pH. Por outro lado, o processo de oxidagao (II)

apresenta-se independente do pH no intervalo de 5,5 a 9 e com AE muito maior. A separagao
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dos picos reflecte a transferéncia electronica lenta, como foi ja referido, e a estabilizacao das

cargas positivas do atomo de enxofre no anel da fenotiazina pelos anides hidroxido da solugao

[34, 35].

Tabela 13 — Valores de potencial dos picos de oxidagdo e de reducdo do filme de PTN em
meios com diferentes valores de pH.

PTN 80/20 * E o / mV E req. / mV AE /mV
Solucdo pH 1) (IT) 1)) (IT) 1) (IT)
H,S0,

0.05 mol dm” 1,3 263 167 96

5,5 ~-115 14 -175 -58 ~ 60 72
7 213 5 -250 ~-143 37 ~ 148
Tampéo Fosf_a3to 8 -245 59 -283 ~-158 38 ~217
0,1 mol dm 9 273 38 319 ~-185 46 ~223
Nao
12 -360 ~-272 379 bservado 19

E — Potenciais de picos de oxidagdo (ox.) e redugdo (red.) a valores de potencial mais catodicos (I) e a valores de
potencial mais anddicos (II); (---) valores de potencial de pico que ndo é possivel obter devido a alargamento ou
sobreposicdo de picos; * - v=20mV s™.

A diminuicdo da electroactividade dos filmes PTN 80/20 quando caracterizado em
tampao fosfato pH 12, ndo significa, no entanto, que o filme sofre alteragdes irreversiveis,
uma vez que se reposto numa solugdo de H,SO4 0,05 mol dm™ (pH 1,3) apos caracterizagio
em tampao fosfato pH 12, o filme recupera a sua electroactividade. O mesmo se verificou
para o filme PTN 80/20 em tampao fosfato pH 9.

Através dos valores de potencial em circuito aberto, cuja evolucdo no tempo se
encontra representada na figura 44, e comparando-os com os valores de potencial de oxidagao
dos picos nos mesmos meios, tabela 13, podemos verificar que para os valores de pH 7,9 ¢ 12

a propria solugdo, sem a aplicagdo de potencial, oxida o polimero.
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Figura 44 - Potencial de circuito aberto dos filmes PTN 80/20 em solugdes tampao
fosfato pH 7 (----), pH 9 (--—-) e pH 12 (----).
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Por outro lado, verifica-se que o aumento da concentracao de ides HO'", leva a que o potencial
em circuito aberto do filme em tampdo fosfato diminua, o que também da indicagdo do
estabelecimento de interacgdes entre o filme ¢ estes ides.

Pode, pois, concluir-se que os filmes de politionina sdo estaveis e electroactivos numa gama
alargada de valores de pH, sendo a conversdo redox inibida em meios alcalinos mas nado

ocorrendo destrui¢cdo do filme.

4.2.4. Participagido Ionica na Conversiao Redox da PTN

No sentido de melhor compreender os processos que ocorrem nos filmes de PTN,
estudou-se a variagdo de massa que acompanha a conversdo redox em meio acido e neutro,
recorrendo a microbalanca electroquimica de cristal de quartzo (MECQ).

O efeito da velocidade de varrimento de potencial, da espessura dos filmes e do
electrélito na variacdo de massa que acompanha a conversdo redox de filmes de PTN, foi
estudado para filmes crescidos potenciodinamicamente com 20, 40 e 80 ciclos de potencial,
que se caracterizaram em H,SO4 0,05 mol dm™ (pH 1,3) e MES 0,05 mol dm™ (pH 6,6) a 5 ¢
20 mV s e em Tampdo Fosfato 0,1 mol dm™ (pH 7) a 20 mV s™. A tabela 14 apresenta os
parametros obtidos para os filmes PTN 80/20 em meio 4acido e neutro (MES). Em ambos os
meios verificou-se maior variacdo total de frequéncia para a velocidade de variagdo de
potencial mais baixa (5 mV s™), o que esta de acordo com a maior extensdo da conversdo
redox a baixas velocidades. Em meio neutro, sdo observaveis dois dominios de varia¢ao de
frequéncia, correspondendo a um aumento inicial de massa, menor para baixa velocidade,
seguido de diminui¢do de massa a valores de potencial mais catddicos, ocorrendo esta em

. ~ -1
maior extensaoa S mV s.

Tabela 14 - Valores de cargas de oxidagdo e reducdo e variacdo de
frequéncia no varrimento catddico em filmes de PTN 80/20 caracterizados
em diferentes meios a 5 e 20 mV s™.

Meio H,SO, MES
v/mV s’ 5 20 5 20
Q o /mC cm™ 1,4 1,2 1,8 1,3
Q req./ mC cm™ 1,6 1,3 1,4 1,4
R 0,9 0,9 1,3 0,9
Af/ Hz -8,5 1,7 -0,7/+1,9 -1,4/+1,0

Q - cargas de oxidacdo e reducdo; R - razdo entre as cargas de oxidagdo e redugdo; v -
velocidade de varrimento de potencial; Af - variagdo de frequéncia no varrimento catodico.
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A figura 45

ilustra os resultados voltamétricos e gravimétricos registados

simultaneamente, para filmes com diferentes espessuras (PTN 20/20, PTN 40/20 e PTN
80/20) a 20 mV s'em soluc¢des de HSO4, MES 0,05 mol dm3e tampao fosfato 0,1 mol dm’.
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Figura 45 - Voltamogramas ciclicos (a, b, ¢) e variagdo de frequéncia (a’, b’, ¢’) em funcdo do
potencial na caracterizagdo dos filmes (—) PTN 80/20, (----) PTN 40/20 ¢ (-----) PTN 20/20 em (a)
H,S0, 0,05 mol dm™, (b) MES 0,05 mol dm™ (pH 6,6) e (c) tampao fosfato 0,1 mol dm™ (pH 7); v =

20 mV s
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Como seria de esperar, nestes meios, a electroactividade e as variagdes de frequéncia,
dependem da espessura dos filmes. Os resultados experimentais obtidos, compilados na
tabela 15, foram comparados com os valores esperados de variagdo de massa de acordo com
0s esquemas reaccionais, propostos na literatura, para a conversdo redox do PTN em meio

acido e neutro.

Tabela 15 - Variagdes de massa esperada e experimental para a conversdo redox de filmes de PTN
com diferentes espessuras em meio acido e neutro.

. . El / Am exp 1 E2 / Am exp 2 Am 1 Am 2
Meio Filme mV /ngem®  mV  /ngem?®  /ngem?  /ngcm?
LSO PTN 20/20 500 23,6 346 7,0
2 4 a
0,05 mol dm PTN 40/20 0 46,8 513 10,0
PTN 80/20 55,3 587 11,8
MES PTN 20/20 400 4.1 500 9.6 -527 5,5
0,05 mol dm™ | PTN 40/20 a 35 A g4 967 10,1
-200 -400
(pH 6,6) PTN 80/20 11,5 6,3 -1255 13,1
Tamp@o PTN 20/20 -1,2 -5,2 271 5,7
Fosfato 350a 200 a
0.1 mol dm” PTN40/20 | 500 6,7 350 4.4 -562 11,9
(pH 7) PTN 80/20 11,8 2,6 -558 11,8

E — intervalo de potencial no qual ocorrem as variagdes de massa Am ., | € Am .y, o; Am exp - variagdes de massa
observadas durante a conversdo redox do filme de PTN no varrimento catédico no intervalo de potencial E; e E,; Am ;| -
variagdo de massa calculada para a conversdo redox do PTN envolvendo trés-protdes/dois-electroes em meio acido e um-
protao/dois-electrdes em meio neutro; Am , - variagdo de massa calculada para a conversdo redox do PTN envolvendo
dois-protdes/dois-electrdes em meio acido e neutro.

De acordo com o referido na anélise do efeito do pH no comportamento redox da PTN
com a informacao disponivel na literatura [31], a conversdo redox da PTN em meio acido
ocorre de acordo com um mecanismo que envolve trés-protdes/dois-electrdes, o que implica a

incorpora¢ao de um anido na redugdo, figura 46, para compensagao de carga. A variagdo de

frequéncia observada experimentalmente, figura 45-a', suporta tal mecanismo.
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Figura 46 - Mecanismo proposto para a conversao redox da PTN em meio 4cido [13].

A variagdo de massa experimental (Am ), € menor que a variagdo de massa
esperada (Am ;), estimada a partir da densidade de locais electroactivos no filme (assumindo
trés protdes e um contra-ido incorporados na reduc¢do do filme), tabela 15. No entanto,

comparando a variagdo de massa experimental com a calculada para um mecanismo
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envolvendo dois-protdes/dois-electrdes (Am ;) (entrada de 2 protdes), os valores experimental
e calculado apresentam-se mais proximos, tabela 15.

Em MES a variacdo de massa observada ¢ menor do que em meio acido e distinguem-
se as duas zonas, ja acima referidas, figura 45 — b. No varrimento catddico, a primeira zona,
até cerca de -200 mV mostra-se dependente da espessura do filme, enquanto que para valores
de potencial mais negativos o declive segundo o qual a variagcdo ocorre ¢ semelhante para
todos os filmes estudados.

Na reducao do filme PTN 20/20, neste meio, ¢ apenas observavel uma perda de massa,
embora ocorrendo diferentes regimes, nos dois intervalos de potencial, aproximando-se do
mecanismo 2. Para os filmes mais espessos, no primeiro segmento a variagdo de massa tem
uma resultante positiva ¢ o segundo segmento corresponde a uma diminui¢do de massa,
sugerindo a contribui¢do de ambos 0os mecanismos considerados.

As variagdes de massa experimentais (Am cxp1 € Am ¢yp2) € calculadas (Am; e Amp)
assumindo processos envolvendo um-protido/dois-electroes e dois-protdes/dois-electrdes,
respectivamente, constam da tabela 15. O primeiro mecanismo implica, na redu¢do, a saida de
um anido do interior do filme para a solu¢do e entrada de um protdo; Am, pressupde um
mecanismo envolvendo dois-protdes/dois-electrdes e neste caso, a variagdo de massa
experimental e a esperada sao mais proximas, como se mostra na tabela 15.

Em solugdo tampdo fosfato 0,1 mol dm™ com pH 7, observa-se um comportamento
semelhante ao obtido em MES no varrimento catddico, no entanto, o valor de frequéncia final
apos cada ciclo de potencial afasta-se do valor inicial (= 0 Hz) para valores negativos,
correspondendo a um aumento de massa, figura 45 — ¢ e ¢’. Este facto parece indicar que os
filmes de politionina sofrem alteragdes irreversiveis neste meio, as quais poderdo estar
relacionadas com a inser¢ao de anides fosfato. Como ja vimos anteriormente no ponto 4.2.3.,
o filme PTN 80/20 apresenta menor electroactividade neste meio do que noutros com valores
de pH semelhantes, o que pode ser devido a incorporagdo daqueles anides.

Os presentes resultados apontam para a contribuicido de ambos os mecanismos
considerados, tanto em meio acido como neutro; nas presentes condi¢cdes experimentais,
filmes espessos e escala de tempo experimental, podem estar na origem dos desvios
observados. Por outro lado, a variacdo de massa obtida pressupde que a equacdo de Sauebrey
se aplica o que corresponde a admitir um comportamento de uma camada rigida, que para

polimeros desta natureza nao ¢ totalmente aplicavel.
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4.2.5. Caracterizacio Morfologica da PTN por MFA e MEV

A caracterizacdo morfologica dos filmes de politionina foi efectuada por microscopia
electronica de varrimento (MEV) e por microscopia de forca atomica (MFA).

As imagens obtidas para o filme PTN 80/20 por MEV, revelaram uma superficie
muito lisa e homogénea, ndo sendo possivel distinguir quaisquer detalhes superficiais.

Eléctrodos de platina modificados com filmes de politionina com diferentes espessuras
e crescidos em modos potenciostatico e potenciodindmico foram caracterizados por MFA, ex
situ em modo “fapping”. Na figura 47 encontram-se imagens 1x1 um de topografia e fase
obtidas para os filmes PTN 20/20, 40/20 e 80/20. Na imagem obtida para o filme mais fino,
pode ver-se a presenga de uma camada compacta de polimero constituida por pequenas
estruturas globulares com didmetros de cerca de 20 nm e nddulos distribuidos pela superficie
com tamanhos entre 30 e 70 nm. Estes nodulos parecem estar relacionados com a formagao
subsequente de uma segunda camada de polimero com estrutura distinta como indica a
imagem representada na figura 47 - a', onde se pode observar distin¢ao de fase entre a camada
compacta e os nodulos. Esta observacdo estd em boa concordancia com os resultados
electroquimicos (I" vs. Am) apresentados no capitulo 3.

Com o aumento do numero de ciclos de potencial na electropolimerizagdo, as
estruturas globulares parecem formar agregados, figura 47 - b, com diminui¢do do contraste
de fase, figura 47 - b'. Para o filme mais espesso, PTN 80/20, ¢ visivel a formacgdo de
dominios compactos de tamanho e forma irregulares, figura 47 - c, e verifica-se menor
contraste de fase, figura 47 - ¢'. O valor de rugosidade rms, Ry, obtido a partir de imagens
2x2 pum para os filme PTN 20/20 e 40/20, de 3,3 e 3,8 nm, respectivamente, sao proximos; no
entanto, apesar da formacdo dos dominios compactos com o espessamento do filme, para o
filme PTN 80/20 obteve-se um valor de Ry superior (5,6 nm) que se deve a presenca de

planaltos isolados por sulcos pronunciados, quando comparados com os filmes finos.
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Figura 47 - Imagens de topografia (a, b, c) e fase (a', b', c') obtidas por MFA, para os filmes (a) PTN
20/20, (b) PTN 40/20 e (c) PTN 80/20.
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As imagens de MFA, 2x2 um, e os correspondentes perfis, obtidas para os filmes PTN
80/20 e PTN 1250/6000 encontram-se representadas na figura 48 - a e b, respectivamente. Foi
possivel verificar que, apesar de os filmes apresentarem electroactividade semelhante, como
vimos anteriormente, a sua topografia ¢ bastante diferente. Enquanto que o filme PTN 80/20 ¢
constituido pelos dominios compactos, acima referido, o filme PTN 1250/6000, crescido em
modo potenciostatico apresenta uma superficie mais regular, constituida por pequenas
estruturas globulares com dimensdes semelhantes as observadas para a camada compacta no
filme PTN 20/20. Sobre a superficie destacam-se alguns nodulos, tal como observado para os
outros filmes. Embora, em principio, o modo de crescimento potenciostatico ndo favoreca a
reorganizagdo estrutural, o filme crescido nestas condi¢des apresenta menor rugosidade,
Rq = 2,9 nm, do que o filme crescido em modo potenciodindmico (Rq = 5,6 nm), como se

pode verificar pelos perfis representados na figura 48.
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Figura 48 - Imagens de topografia e perfis correspondentes obtidas por MFA, para os
filmes (a) PTN 80/20, (b) PTN 1250/6000.
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4.2.6. Caracterizacao dos Eléctrodos Modificados por MVE

Os resultados obtidos por MVE que a seguir se apresentam fazem parte de um estudo
ainda preliminar inserido na implementacdo da técnica de Microscopia de Varrimento
Electroquimico. Nesse sentido, foram efectuadas curvas de aproximacao (CA) das pontas de
platina (A e B) aos substratos ouro e PTN; linhas de varrimento (LV) em x e y a distdncia em
z constante (compreendendo zonas de ouro, PTN e epoxi), e varrimentos de areas (VA) no
plano x-y a distancia z constante (em potencial de circuito aberto, PCA, e sob potencial
aplicado, Eg) em diversos meios contendo espécies electroactivas.

Neste estudo, as pontas de platina, A (100 um) e B (10 um), foram previamente
usadas em voltametria ciclica de solugdes contendo as espécies electroactivas: Fe(CN)s"* em
KC1 0,1 mol dm™ e Tris-HC1 0,01 mol dm™ (pH 8,5), Co(bpi);*" em MES 0,05 mol dm™ (pH
6,7). Este procedimento permitiu testar as pontas € o bom funcionamento do sistema, tendo-se

obtido o comportamento electroquimico esperado, representado na figura 49.
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Figura 49 - Voltamogramas ciclicos da caracterizagdo dos microeléctrodos-ponta de platina:
(a,bec) A e (d) B em solugdes contendo os complexos (a) Fe(CN)¢*"* 25 mmol dm™ em KCl
0,1 mol dm™, (b) Fe(CN)s>™ 5 mmol dm™ em Tris-HC1 0,01 mol dm™ ¢ (¢ e d) Co(bpi);*"*"
em MES 0,05 mol dm™; v=50mV s™.
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Tabela 16 - Valores de potenciais para a oxidacdo e reducdo das espécies
electroactivas no microeléctrodo de platina; v =50 mV s™.

EleEcifoe:clfisvas Fe(CN)™ Co(bpi);*"**
. KCl Tris-HCI _3 MES }
Meios 0.1 mol dm™ 0,01 mol dm 0,05 mol dm
’ pH 8.5 pH 6,7
Ponta 100 um
E o /mV 235 226 120 118
E o0/ mV 168 101 49 53
AE / mV 67 125 71 65

E — potenciais de oxidagdo (o0x.) e reducdo (red.) das espécies electroactivas; AE — diferenga
de potencial entre os picos.

Através dos voltamogramas apresentados foram seleccionados os valores de potencial
correspondentes a oxidacao e reducao das espécies electroactivas em solucdo, apresentadas na
tabela 16, para aplicagdo nos ensaios posteriores.

Através das curvas de corrente em funcdo da distdncia, d, do eléctrodo-ponta a
superficie da amostra ¢ possivel, como se descreve no capitulo 2, obter informacao acerca da
condutividade dos substratos.

As CA experimentais foram normalizadas e comparadas com as curvas teoricas,
calculadas através das equacdes 2 e 3 para substratos condutores e isoladores, respectivamente

[90, 96]:

i k k
Substrato condutor: i k, +—>+k; exp (—4j (2)
I, L L
. i I
Substrato isolador: — = (3)

1o k, +112+k3 exp (kljj

onde L ¢ a razdo entre d (distancia ponta/substrato) e a (raio do eléctrodo-ponta de platina) e
os valores dos parametros k; a ks encontram-se na tabela 17. Foi medido o pardmetro RG das
pontas que corresponde a razdo entre a e o raio da superficie isoladora envolvente, Rg, tendo-
se obtido valores de cerca de 2 para as pontas A e B. A distancia, d, foi determinada a partir
de valores experimentais de it e das curvas tedricas.Os valores de corrente, ir, apresentados
na tabela 18, foram obtidos a partir da equag¢do 4 e dos coeficientes de difusdo, D, das

espécies (tabela 19).
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Tabela 17 - Valores dos pardmetros das equacgdes 2 e 3.
RG Substrato k, k, k; ky

Condutor [90] | 0,6686604 | 0,6973984 | 0,3218171 | -1,744691
Isolador [96] 0,76179 0,60983 0,23866 -2,03267

it =4nFDca 4)

sendo n e ¢, respectivamente, o numero de electrdes e a concentragcdo da espécie electroactiva

envolvida na reaccdo e F a constante de Faraday.

Tabela 18 - Valores de corrente, ir., calculados a partir da equagao 4.

it/ A
Ponta Meios
Fe(CN)e* Fe(CN)g™ Co(bpi)s>
1
mljﬁin(zgl 0,32 x 10°° 0,34 x 10°°
a— 50 }lm ?) .
0 0?2?1%1%‘3 63,4x10° 67,3 x10°
a=50 pm MES 453 %107
0,05 mol dm™
a=5um oo nordm 45%10°

(1) - ¢ (Fe(CN)s"™) = 25 mmol dm; (2) - ¢ (Fe(CN)s™>") = 5 mmol dm™.

Tabela 19 - Valores de coeficientes de difusdo, D, das espécies electroactivas

em solugao.
Espécies 4 3. oot
Electroactivas Fe(CN)s [97] | Fe(CN)s™ [97] | Co(bpi)s™ [98]
D/cm’s” 6,61 x 10 6,98 x 10 4,7 x 107

Nas figuras 50 a 53 observam-se as CA com um comportamento tipico para substratos
condutor (ouro) e isolador (epoxi), independentemente do meio e do potencial aplicado a
ponta e ao substrato de ouro. As curvas experimentais da figura 52 apresentam algum desvio
das curvas calculadas para essas condi¢des, o que pode estar relacionado com a baixa forca
ionica da solucdo e consequente perturbacdo da difusdo das espécies, provocando o

afastamento.
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Figura 50 - Curvas de aproximagao do eléctrodo-ponta A (Er = 150 mV); Eg: (W) ¢ (H)
PCA e (™) 290 mV, em KCI 0,1 mol dm™ e Fe(CN)s""* 25 mmol dm™ e comparagio com
as CA teoricas.

IT / IT,m

d/a
Figura 51 - Curvas de aproximagdo do eléctrodo-ponta A (Er =250 mV); Eg: (H) ¢ (M)
PCA e (™) 120 mV, em KCI 0,1 mol dm™ e Fe(CN)s*”* 25 mmol dm™ e comparagdo com
as CA teoricas.

3.5+
] = Au
Au
3.0+ = Epoxi
2.54
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i
:,_ 1.5 Condutor
1.0
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0.0 T T T T T T 1

d/a

Figura 52 - Curvas de aproximagao do eléctrodo-ponta A com Eg =PCA ¢ Et: (H) ¢ (H)130 mV e (W)
40 mV, em MES 0,05 mol dm™ e Co(bpi)32+/3+ 5 mmol dm™ e comparagdo com as CA tedricas.
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Figura 53 - Curvas de aproximagao do eléctrodo-ponta B com Er = 40 mV e Es = PCA
com S: (M) e (M) ouro e (M) PTN 80/20, em MES 0,05 mol dm™ e Co(bpi);*"** 5 mmol
dm™ e comparagdo com as CA tedricas.

As curvas de aproximagdo permitiram, assim, fazer uma primeira avaliagdao acerca da
condutividade dos substratos e obter um modo de determinar a distdncia da ponta ao
substrato, d, a aplicar nos varrimentos lineares e de areas, de modo a ser possivel obter uma
boa resolugdo sem que a ponta contacte com o substrato.

Nas LV, quanto maior a aproximagao da ponta ao substrato, maior a diferenga de
corrente observada entre as zonas condutoras e isoladoras, permitindo obter maior resolucao,
como ilustrado na figura 54. A aplicagdo em simultdneo de potencial ao substrato, para a
reac¢do inversa a que ocorre na ponta, também conduz a um aumento da corrente na ponta,

figura 55 -aeb.

-2.0x107
-3.0x107
<
>
-4.0x107
-5.0x107
B E, =150 mV
-6.0x107 ' 4=45um
——d=35um
T T T T T T T T T T T T T 1
0 500 1000 1500 2000 2500 3000

X/pm

Figura 54 - Linhas de varrimento em solugdo de Fe(CN)¢*"* 0,025 mol dm™ em KCI 0,1
mol dm™ a distancias d de (—) 35 pm e (—) 45 pm do substrato Au/Epoxi.
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Figura 55 - Linhas de varrimento da ponta A, a distancia do substrato Au/Epoxi constante, em
solugdo KCI 0,1 mol dm™ contendo Fe(CN)s*"*; Es (—) 310 mV (PCA), (—) 120 mV e ()

290 mV (a) Ey=250 mV e (b) Er = 150 mV.

Nas LV sobre o eléctrodo modificado com PTN 80/20 em solugao de KCI contendo o

complexo de ferro, observou-se menor corrente de “feedback” sobre a area modificada com o

filme, como se ilustra na figura 56. Ainda que os resultados apresentados sejam preliminares

para o sistema em causa, a baixa condutividade do PTN 80/20 assim observada pode dever-se

a alteracdes do polimero sofridas neste meio.

0.6 Au

0.5

0.4 w

[i]/pA

0.3 1 |

0.2 \
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| PTN 80/20

e

T
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T
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Figura 56 - Linha de varrimento da ponta A em KCI 0,1 mol dm? e Fe(CN)64'/3' sobre o
substrato Au/PTN80/20/Epoxi; Er, o= 150 mV e Es = PCA.

Na sequéncia dos resultados obtidos em KCI, foi selecionado o MES, pH 6,6, ¢ o

complexo de cobalto, Co(bpi)s*". Neste meio os filmes de PTN séo estaveis e electroactivos e

permitem obter, ainda que fraca, uma resposta a conversao redox do complexo de cobalto, de

acordo com os resultados que se apresentam no capitulo 5. Na figura 57, € possivel observar

que com a aplicagdo de um potencial de oxidagdo ao substrato, este apresenta condutividade
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intermédia entre o substrato isolador, epoxi, ¢ o condutor, ouro, apontando para alguma

condutividade do PTN 80/20 no estado oxidado.

3.2+
3.0—.
< 2.8+ Au PTN 80/20
= 2.6
2.4+
CI) ' 1OI00 ' 20I00 ' 3OIOO ' 40I00 ' 50IOO '

X/ um

Figura 57 - Linhas de varrimento com a ponta B em solugdo de Co(bpi)s>"**

no substrato Au/PTN 80/20/Epoxi; Es =300 mV (ox.) e Er =40 mV (red.).

Na mesma solugdo, o varrimento de areas compreendendo zonas de substrato de ouro
e de PTN 80/20, com aplica¢do de potencial de oxidagcdo na ponta A, permitiu verificar que
neste meio o filme no estado reduzido (Es = -150 mV), apresenta menor condutividade do que
o ouro, como seria de esperar, figura 58. O valor do potencial de redugdo a aplicar ao
substrato foi seleccionado tendo em conta a zona de potencial de redugdo do filme, figura 42,
e das espécies electroactivas em solucao.

De notar, ¢ o facto de as correntes surgirem nas imagens 2D e 3D com sinais

invertidos, sendo que para reacgdes de redugdo no eléctrodo-ponta a corrente € positiva e para

reacgOes de oxidacdo € negativa de acordo com as defini¢des do equipamento.
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Figura 58 - Imagem a 2D do varrimento de area entre substrato de Au e PTN 80/20 na
solugdo de Co(bpi);*”** em MES 0,05 mol dm™ com a ponta A; (a) Er = 130 mV e
Es=-150 mV; (b) representagdo esquematica da area analisada.
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Os resultados preliminares apresentados permitem antever grande potencialidade da
técnica de MVE no estudo dos eléctrodos modificados. De salientar que este tipo de
observacdes ¢ complexo em sistemas desta natureza com grupos reactivos que podem sofrer
degradagdo. Para efectuar estudos, por esta técnica, ¢ necessaria uma escolha criteriosa das

condig¢des experimentais e das solugdes apropriadas aos sistemas em causa.
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51. COMPORTAMENTO NA PRESENCA DE ESPECIES
ELECTROACTIVAS EM SOLUCAO

No sentido de avaliar a transferéncia electronica no eléctrodo modificado com
politionina, a sua resposta a conversdo de espécies electroactivas em solugdo foi estudada
usando complexos de ferro (Fe(CN)e* "), de ruténio (Ru(NHs)s* ") e de cobalto (Co(bpi)s*"*")
em diferentes solugdes e com diferentes valores de pH: H,SO4 0,05 mol dm™ (pH 1,3) tampdo
fosfato 0,1 mol dm™ (pH 7), MES 0,05 mol dm™ (pH 6,6), Tris-HC1 0,01 mol dm™ (pH 8,5) e
perdxido de hidrogénio em tampo fosfato 0,1 mol dm™ (pH 7).

Dos resultados obtidos foi possivel verificar que no intervalo de potencial em que o
filme ¢ electroactivo ¢ ndo sofre alteragdes irreversiveis tanto em meio acido (0 a +650 mV
em H,SO4) como em meio neutro (-400 a +300 mV em tampao fosfato pH 7), ndo se observa
resposta da conversdo redox do complexo de ferro (que no eléctrodo de platina apresenta os
picos de oxidacao e redugdo a 413 e 276 mV e 234 mV e 161 mV, respectivamente)
figura 59 - a e b e tabela 20. No entanto, em solucdo Tris-HCl com pH 8,5, no intervalo de
potencial em que o filme ¢ electroactivo, ¢ possivel observar a conversdo pelo aumento
significativo da corrente de reducdo a valores de potencial inferiores a 100 mV, como
ilustrado na figura 59 - c. No intervalo de potencial considerado, apenas ¢ possivel observar a
reducio da espécie Fe(CN)s™ e a conversio redox do filme ¢ bloqueada, o que deve estar na
origem da diminuicdo de densidades de corrente entre os 1° e 2° ciclos, na figura 59 - c,
devido a oxidagao incompleta do filme no primeiro varrimento anddico.

Na presenga do complexo de cobalto em solugdo tampao fosfato, figura 60 - a, a
resposta redox do filme € inibida, uma vez que a densidade de corrente dos picos de oxidagao
e redugdo do filme diminui significativamente. O aumento de corrente observada a valores de
potencial proximos do limite anddico deve estar relacionada com a conversdo da espécie
electroactiva, o que estd de acordo com a gama de potencial em que ocorre a oxidagao do

complexo em platina (93 mV), tabela 20.
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Figura 59 — Voltamogramas ciclicos da caracterizagdo do filme PTN 80/20 (—) em
diferentes meios (a) H,SO4 pH 1,3, (b) tampao fosfato pH 7 e (c) Tris-HCI pH 8,5 e (—) na

presenca de Fe(CN),"; v=20 mV s™.

Tabela 20 — Valores de potencial dos picos de oxidagdo e reducdo de espécies electroactivas

em platina, em diferentes meios.

Espécies Meio Condigoes E ,/mV E . /mV  AE/mV
[Fe(CN) ]4—/3— HQSO4 pH 1,3 413 276 137
6
3 ~
1 mmol dm Tampao Fosfato 240 103 .
pH7
[Fe(CN)s]™™ Tris-HCI .
5 mmol dm™ pH 8,5 Platina 226 101 125
[Co(bpi)s ] MES pH 6,6 20mV s 130 52 73
3 «
1 mmol dm Tampao Fosfato %0 - 5
pH7
2+/3+
[Iiunanlgi)g]m'3 MES pH 6.6 -124 -195 71

E — potenciais dos picos de oxidagdo (ox.) e reducdo (red.) das espécies; AE — diferenga de potencial

entre o pico anodico e catodico.
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Em solugao MES pH 6,6 contendo o complexo de cobalto, ocorre um comportamento
semelhante ao observado em tampdo fosfato, figura 60 - b; observa-se uma inibicdo da
resposta do filme e um aumento de corrente a valores de potencial proximos do limite anddico
(150 a 350 mV). No varrimento catddico, a resposta da conversdo redox do complexo surge a
valores de potencial proximo de 0 mV e sobrepde-se com a do filme, a valores negativos de
potencial.

No caso do complexo de ruténio, a resposta redox deste sobrepde-se a do polimero e

um aumento de corrente anddica e catddica ¢ observavel, figura 60 - c.
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Figura 60 — Voltamogramas ciclicos da caracterizagdo do PTN 80/20 em: (—) (a) Tampao
fosfato pH 7 / Co(bpi);*"**, (b) MES pH 6,6 / Co(bpi)s*"*" e (c) MES pH 6,6 / Ru(NH;)s> "
e (---) comparagdo com a caracterizagdo do filme nesses meios apenas em solucdo de
electrolito; v=20 mV s

Comparando a resposta do filme PTN 80/20 antes e apds caracteriza¢do na solugdo de
MES pH 6,6 contendo o complexo de cobalto, observou-se apenas uma diminui¢do de

electroactividade, que se pode dever a alteragdes estruturais e/ou incorporacdo de complexo
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no interior do filme com inibi¢do de centros redox, figura 61 - a. O complexo de ruténio
provoca alteragcdes mais significativas na resposta redox do filme, figura 61 - b. Para além da
diminui¢do da densidade de corrente dos picos de oxidagdo e reducdo do filme, a resposta
tipica da PTN 80/20 neste meio ¢ alterada de modo irreversivel, o que podera estar
relacionado com o facto de na estrutura do polimero existirem grupos amina livres que podem

coordenar com o complexo, ficando este irreversivelmente imobilizado na sua estrutura.
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—————— Apos Co(bpy); > 1 mM ----=-MES pH 6.6 (ap6s Ru(NH,) ")
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-0.06

Potencial / mV vs. SCE Potencial / mV vs. ESC
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Figura 61 - Voltamogramas ciclicos da caracterizagdo do filme PTN 80/20 numa solugdo MES
pH 6,6 antes (—) e apos (----) caracterizagdo na solu¢io contendo os complexos (a) Co(bpi)s*™**
e (b) Ru(NH3)¢* ™" v=20mV s™.

No estudo da resposta para a redu¢do do peroxido de hidrogénio, H,O,, verificou-se
que os filmes de politionina, PTN 80/20, apresentam actividade electrocatalitica para a
reducdo desta espécie em tampao fosfato pH 7. O aumento da densidade de corrente de
reducdo a valores de potencial de cerca de 0 mV, por comparacdo com a resposta do filme
apenas em tampao fosfato pH 7 deve-se a redu¢do do H,O, e ocorre na zona de potencial em
que o processo ocorre em Pt, figura 62. De facto, tem sido reportado na literatura [26, 27, 99]
o uso de filmes de politionina na constru¢ao de sensores de perdxido de hidrogénio em que a
politionina parece apresentar alguma eficiéncia na transferéncia electronica entre a espécie

electroactiva em solugdo, centros redox de enzimas imobilizadas e a superficie do eléctrodo.
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Figura 62 - Voltamogramas ciclicos da catalise da reducdo do H,O, em Tampao Fosfato pH 7 a 20
mV.s' com diferentes concentragdes de (—) H,O, (a) 0,5 mmol dm™ e (b) 1 mmol dm> e
comparagdo com a resposta da (—) platina no mesmo meio e do (—) polimero numa solugdo sem
peroxido.

5.2. IMOBILIZACAO DE NUCLEOTIDOS dGTP E dG20-P NO
ELECTRODO MODIFICADO

A 1imobilizacdo de biomoléculas por adsorcdo em superficies modificadas que
apresentam grupos funcionais apropriados, tem sido estudada [47, 100], nomeadamente a
adsorcdo de ADN em particulas de poli(p-clorometilestireno), modificadas com
polietilenimina (que contém grupos amina livres), permitindo a interaccdo com 0s grupos
fosfato do ADN [47]. A interaccdo electrostitica entre os grupos amina da tionina,
positivamente carregados, ¢ os grupos fosfato dos acidos nucleicos, dando origem 4 formagao
de complexos também se encontra reportada [99]. Nesse caso, as for¢as de interac¢ao sao
mais fortes em solugdes com baixos valores de pH; para pH > 2,7, existem menos cargas
positivas na tionina e as interac¢des sdo fracas.

A presenca de grupos funcionais livres apropriados na estrutura do polimero permite,
através da quimica da carbodiimida, o acoplamento covalente entre os grupos fosfato dos
nucledtidos, activados pelos agentes N-Hidroxisuccinimida (NHS) / N-(3-imetilaminopropil)-
N'-etil-carbodiimida (EDC), e os grupos amina livres na estrutura da politionina [21, 42, 44].

Para o estudo da imobilizagdo dos nucledtidos dGTP e dG20-P em filmes de
politionina, PTN 80/20, considerou-se apropriado usar uma solucdo 0,05 mol dm™ de MES;
por um lado, havia-se observado menor electroactividade do filme PTN 80/20 em tampao
fosfato do que nesta solucdo, e por outro, o objectivo de imobilizar nucledtidos na superficie

do eléctrodo modificado por interac¢des especificas e por acoplamento covalente, implica a
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utilizagao de meio que ndo provoque interferéncias. A presenca de ides fosfato em solugao,
competindo com os grupos fosfato dos nucledtidos por locais favoraveis a interac¢do no
polimero, ¢ desvantajosa; para o acoplamento covalente é também necessario garantir que no
meio reaccional ndo haja espécies que possam reagir com os agentes acoplantes, em
detrimento da activagao dos grupos fosfato dos nucledtidos.

Foram aplicados dois procedimentos: no primeiro, A, os nucledtidos foram
adicionados a 2 mL de solucao de electrolito na célula da MECQ ficando as interacgdes a
dever-se a adsor¢do das biomoléculas no polimero; no procedimento B, os nucleétidos foram
adicionados a solucio de MES contendo os agentes acoplantes (0,01 mol dm> NHS e
0,05 mol dm™ EDC) para que a imobiliza¢io ocorresse por acoplamento covalente e por
adsor¢do. A imobilizacdo foi monitorizada, durante duas horas, através do registo simultaneo
das variagdes de frequéncia, Af (na MECQ) e pela evolugdo do potencial em circuito aberto
(PCA) do eléctrodo modificado. Os resultados da imobilizagdo da dGTP e da dG20-P pelos
dois procedimentos, encontram-se nas figuras 63 e 64, respectivamente. A variagdo de massa
do eléctrodo modificado, Am, calculada a partir dos valores de Af (eq. (1)), consta da
tabela 21. Ainda que as variagdes de massa calculadas tenham por base o modelo de camada
rigida (eq. 1) e que como vimos anteriormente no ponto 4.2.4. nao ¢ totalmente aplicavel a
este tipo de sistemas, os valores obtidos permitem fazer uma andlise da imobilizagdo em
termos relativos. Verificou-se que a quantidade de dGTP imobilizada no eléctrodo modificado
com PTN 80/20 pelo procedimento B (0,297 pg cm™) é sensivelmente duas vezes a
quantidade imobilizada por adsor¢io (0,158 pg cm™); para a imobiliza¢do da dG20-P obteve-
se uma relagdo semelhante, aumentos de massa de 0,442 e 0,978 pg cm™ por adsorgdo e
acoplamento covalente, respectivamente. Considerando como real a area geométrica do
eléctrodo (0,2 cm™?) e as massas moleculares de dGTP (573,1 g mol') e dG20-P
(6941,0 g mol™) estimaram-se as coberturas superficiais, ', de biomoléculas (tabela 21). E de
realgar que o valor obtido para a dGTP ¢ cerca de quatro vezes maior do que o observado para
a dG20-P, o que pode ser explicado tendo em conta o tamanho, a orientagdo na superficie do
polimero e as repulsdes entre os oligonucleotidos imobilizados, carregados negativamente.

O recobrimento superficial tedrico correspondente a uma monocamada de dGTP,
Tieorico = 0,276 nmol cm'z, foi calculado considerando um empacotamento maximo ¢ uma area
por molécula de 60,1 A (estimada com o auxilio do ChemSketch).

Como pode ser observado nas imagens de MFA o valor da area real do polimero ¢

bastante superior 4 area geométrica. Com base em valores de rugosidade reportados na
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literatura para superficies pouco rugosas (factor de rugosidade de 4 [101]), os valores de

recobrimento superficial da dGTP experimentais podem ser normalizados (PTN 80/20

Fagte.a =0.069; T'ygres 0,130; PTN 1250/6000 I"4grps 0,137 nmol cm'z) e comparados com o

valor tedrico.
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Figura 63 - Variag¢des de (a) frequéncia e (b) potencial em circuito aberto durante a
imobiliza¢do da dGTP no filme PTN 80/20 por (M) adsor¢do (procedimento A) e ()
adsor¢io e acoplamento covalente (procedimento B) em MES 0,05 mol dm”.
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Figura 64 - Variagdes de (a) frequéncia e (b) potencial em circuito aberto durante a
imobiliza¢do da dG20-P no filme PTN 80/20 por (W) adsor¢ao (procedimento A) e ()
adsor¢io e acoplamento covalente (procedimento B) em MES 0,05 mol dm”.
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Figura 65 - Variacdes de frequéncia durante a imobilizagdo covalente da dGTP no filme
(m) PTN 80/20 ¢ (W) PTN 1250/6000 em MES 0,05 mol dm™ contendo os agentes
acoplantes NHS 0,01 mol dm™ e EDC 0,05 mol dm".
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Na presenga dos agentes acoplantes, a imobilizagao de dGTP e dG20-P (no filme de
PTN que contém grupos amina livres na sua estrutura) ¢ favorecida, apresentando maior grau
de recobrimento para o procedimento B. Na imobilizacdo da dG20-P o tamanho, a orientacao
na superficie do polimero e as repulsdes entre os oligonucleotidos imobilizados deverdo ser os

factores responsaveis pelo baixo grau de recobrimento obtido.

Tabela 21 - Valores de frequéncia, massa, recobrimento superficial de moléculas
e PCA obtidos para a imobilizagio da dGTP e dG20-P por adsorcao e
acoplamento covalente e adsor¢do em eléctrodos modificados com politionina.

Biomoléculas dGTP dG20-P
Procedimento A B A B
Filme | PTN 8020 PTN8020 . JIN PTN 80/20
1250/6000
Af (Hz) 22,8 42,4 45,4 63,60  -140,77
Am (pg em?) | 0,158 0,297 0,315 0,442 0978
I' (nmol cm'z) 0,069 0,130 0,137 0,016 0,035
AEocp (mV) 145 130 115 168 173
Af - variagdo experimental de frequéncia na imobilizagdo; Am - variagdo de massa;

T - recobrimento superficial de biomoléculas; AEqcp - variagdo de potencial em circuito aberto apds
adigdo dos nucledtidos.

As variagdes de potencial em circuito aberto, representadas nas figuras 63 e 64 - b,
estdo de acordo com os resultados obtidos na microbalanca electroquimica de cristal de
quartzo, sugerindo alteragdes na interface devido as interac¢des que se estabeleceram.

A imobilizagdo de dGTP pelo procedimento B, em filmes de politionina
electrosintetizados sob diferentes modos (0,130 nmol cm™ e 0,137 nmol cm™ para PTN 80/20
e PTN 1250/6000, respectivamente), figura 65, mostra que, apesar das diferentes morfologias
e rugosidades (Rg,pTN 8020 = 5,6 nm € Rg,prN 12506000 = 2,9 nm) dos filmes a quantidade de
grupos funcionais livres a superficie devera ser semelhante.

Tentou-se detectar a hibridagdo da dG20-P com a sequéncia complementar, dC20, por
MECQ. A hibridag¢ao foi realizada numa solugdo 5xSSC (2 mL), a qual foi adicionada a
sequéncia complementar, na célula. No entanto, nao foi possivel obter variagdes de frequéncia
coerentes o que pode dever-se ao aumento viscoelasticidade com a hibridagdo, levando a
instabilidade na oscilacao do cristal.

Recorreu-se a de deteccdo electroquimica da imobilizagdo e hibridizacdo dos
nucledtidos. Para tal, complexos de cobalto e ruténio tém sido usados, e.g. Co(bpi)s*" e
Ru(NH3)¢’" [21, 44, 102, 103] pois apresentam um comportamento reversivel de associagdo

com o ADN de cadeia dupla por interac¢des electrostaticas,o que se traduz num aumento de
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intensidade de corrente apds hibridizagdo. Assim, os filmes PTN 80/20, ap6s imobilizagao
foram caracterizados por voltametria ciclica, em solu¢des contendo os referidos complexos e
as respostas comparadas com as obtidas ap6s hibridacdo no mesmo meio. Como se ilustra na
figura 66, a cerca de -300 e -400 mV, parece haver um aumento da densidade de corrente do
pico anodico para as solugdes contendo os complexos metalicos. No entanto, tendo em conta
os resultados apresentados anteriormente onde se verificou que os complexos provocam
alteragdes na resposta redox da PTN particularmente significativas no caso do complexo de
ruténio e tendo-se verificado que apds imobilizagdo ocorre uma perda de electroactividade
dos filmes de politionina, em ambas as solucdes (o que pode estar relacionado com efeitos dos
agentes acoplantes e da propria imobilizagdo, porque esta também bloqueard locais
electroactivos no filme), este método ndo se revela satisfatorio para detectar a hibridagao das

sequéncias de ADN.
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Figura 66 - Voltamogramas ciclicos da caracterizacao do eléctrodo modificado com PTN 80/20
em solugdes de MES pH 6,6 contendo os complexos (a) Co(bpy);*” 1 mmol dm™ e (b)
Ru(NH;)s"" 1 mmol dm™, (—) apos polimerizagio, (—) ap6s imobilizagio covalente da dG20-P
e (----) apos hibridagdo com a sequéncia complementar dC20; v=20 mV s’

Embora com caracter perliminar, tentou-se a caracterizacdo por MEV do eléctrodo
modificado com politionina, apds imobilizagdo covalente de dG20-P e hibridagdo com a
sequéncia complementar dC20 com o substrato em potencial em circuito aberto, e varrendo
com a ponta B sujeita a 40 mV (potencial de redu¢io do complexo Co(bpi)s®"), uma area
compreendendo zonas de ouro, PTN 80/20 ¢ PTN-dG20-P/dC20, obteve-se a imagem 2D
representada na figura 67 - a, onde ndo ¢ possivel detectar a presenca dos oligonucledtidos
imobilizados por diferenca de condutividade no substrato entre as areas de polimero e de

polimero modificado com as biomoléculas. A deposicdo de ADN (600 - 1000 bp) por
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“casting” sobre o filme de politionina, PTN 80/20, também ainda ndo causou alteracdes que

permitam detectar as biomoléculas imobilizadas por este método.
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Figura 67 - (a) Imagem a 2D do varrimento de area entre substrato de Au, PTN
80/20 e PTN-dG20-P/dC20, na solugdo de Co(bpy);*"*" em MES com a ponta B;
Er =40 mV e Es = PCA; (b) representacdo esquematica da area varrida.

Para nao alterar as condi¢cdes de observagao na analise dos diferentes sistemas (PTN,
PTN+ADN, PTN+ADN+comp), no eléctrodo-substrato de ouro do MVE foi criado um
“array” dividindo a area do eléctrodo onde foi depositado um filme de politionina, PTN
80/20, em 6 dominios isolados entre si, como se representa na figura 68. Apos modifica¢ao do
eléctrodo, entre cada dominio fica, exposta uma zona de ouro; cada par de dominios (1 e 2)
foi ainda modificado por imobilizagdo covalente de dG20-P, zona B, e por imobilizacao

covalente e hibridacdo com a sequéncia complementar, dC20, zona C, ficando apenas com o

filme de PTN 80/20, a zona A.

Figura 68 — Representacdo esquematica do “array” criado no eléctrodo de
ouro do MVE ¢ identificagdo dos diferentes dominios: A — PTN 80/20,
B — PTN 80/20-dG20-P e C - PTN 80/20-dG20-P-dC20.

Apo6s a modificacdo do eléctrodo, este foi colocado no microscopio de varrimento

electroquimico numa solugio de Tris-HCI 0,01 mol dm™ (pH 8,5) contendo o complexo de
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ferro, Fe(CN)64'/ > 5 mmol dm™. O varrimento de uma 4rea xy, a distincia constante do
substrato, compreendendo as diversas zonas cujas imagens 2D e 3D se encontram
representadas na figura 69, permite obter uma imagem geral do “array” criado na superficie
do eléctrodo de ouro do microscopio. Por esta metodologia também nao foi possivel detectar a
presenca das biomoléculas imobilizadas por diferenga de condutividade no substrato entre as

diferentes zonas analisadas.

millimeters

-27n

Amps

-85n

[

-1.
03 07 10 14 18 21 25 28 32 35
millimeters

8 79 73 B8 62 -H6 50 44 3@ 33 7
nanoamps

Figura 69 - (a) Imagem a 2D do varrimento de éarea entre substrato de Au, PTN 80/20 e
PTN-dG20-P/dC20, na solu¢io de Fe(CN)¢*™* em Tris-HCI 0,01 mol dm® com a ponta A;
Er =250 mV e Eg = PCA, (b) Imagem 3D processada a partir da imagem 2D e (c) representacdo
esquematica da area varrida.

5.3. INTERACCAO E DETECCAO DE METAIS PESADOS

A interac¢do e acumulagdo do idio metalico Zn*" em eléctrodos modificados com PTN
80/20 ¢ PTN 80/20/dG20-P/dC20 (PTN/cd-ADN) foi estudada por i) voltametria ciclica
através da resposta na presenca do ido Zn’" e ii) MVE, procurando observar o aumento de
condutividade do ADN na presenca dos i0es metalicos.

Os resultados obtidos com PTN 80/20 (em solu¢do de -electrdlito, Tris-HCI
0,01 mol dm™ (pH 8,5)) e presentes na figura 70, mostram comportamentos semelhantes da Pt
e PTN 80/20 (processos atribuiveis a adsorcao e desadsor¢do de hidrogénio e a valores de
potencial mais negativos o aumento acentuado de densidade de corrente catddica, que deve
corresponder & reducio de protdes). Na presenca de Zn>" os processos descritos sdo
bloqueados tanto em platina como no eléctrodo modificado e as correntes observadas na zona
catodica sao significativamente diminuidas. Para uma densidade de corrente arbitraria de

—0,70 mA cm™, sdo observados sobrepotenciais de —170 ¢ —301 mV para a platina ¢ PTN
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80/20, respectivamente, com a adi¢ao do ido metélico a solugdo, tabela 22. Este facto esta de
acordo com o esperado porque na presenca dos ides metalicos, a reducdo dos protdes €
bloqueada. A formag¢do de M-ADN, por imersdao do eléctrodo modificado PTN/cd-ADN na
solucdo de ZnCl, (t = 3 h) antes da caracterizacdo em Tris-HCI, implica uma reducdo de
sobrepotencial de +216 mV face a caracteriza¢io na solugdo contendo ZnCl, (0,4 mmol dm™)

imediatamente ap6s hibridacao, tabela 22.
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Figura 70 — Voltamogramas ciclicos da (—) platina, (—) PTN 80/20 ¢ (——) PTN
80/20/dG20-P/dC20 (apds acumulagio de Zn**: 3h em ZnCl, 0,4 mmol dm™ em Tris-HCI
10 mM, pH 8,5) em solucao de Tris-HCI 0,01 mol dm?, pH 8,5 e em solucao ZnCl, 0,4
mmol dm™ em Tris-HC1 0,01 mol dm™ (pH 8,5): (—) platina, (—) PTN 80/20 ¢ (—) PTN
80/20/dG20-P/dC20.

Tabela 22 — Valores de potencial no varrimento catddico correspondentes a
densidade de corrente arbitrariamente seleccionada, no eléctrodo de platina e nos
eléctrodos modificados em solugio de electrélito e na presenga de Zn>".

Meio Eléctrodo /mkrlém'z E/mV n/mV
Tris-HCI Platina -977
0,01 mol dm™ PTN 80/20 954
pH 8,5 PTN 80120 / dG20-P/dC20* ' -1377
ZnCl, Platina ’ -1147 -170
0,4 mmol dm PTN 80/20 -1255 -301
em Tris-HCI | pTN 80/20 / dG20-P/dC20 -1161 +216

J ab, — densidade de corrente seleccionada para comparacgdo de sobrepotenciais ; 1 - sobrepotencial; * -
apos acumulacao de Zn*" na solugdo ZnCl, 0,4 mmol dm™ em Tris-HCI 0,01 mol dm, pH 8,5; v=20
mVs™
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Por MVE, utilizou-se o substrato modificado descrito no ponto 5.2. (figura 68) e
efectuaram-se linhas de varrimento no MVE ao longo do eixo dos xx em dominios com e sem
a acumulagdo do metal pesado, figura 71. Verificou-se um aumento de condutividade com a
acumulagdo dos ides mas sendo o aumento observavel em todos os dominios, indica que a

. - 2+ , .. .
ocorrer interaccdo com o Zn~ ', esta também se estabelece com a politionina.
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Figura 71 — Linhas de varrimento sobre o eléctrodo modificado em diferentes dominios
(A - PTN 80/20, B - PTN 80/20-dG20-P e C - PTN 80/20-dG20-P-dC20) de acordo com
o esquema da figura 68, ao longo do eixo dos xx: (—) sem acumulagio de Zn*" e (—)

com acumulagdo de Zn>" a partir de uma solugdo de ZnCl, 0,4 mmol dm™ em Tris-HCI
0,01 mol dm™, t = 3 horas; E; = 250 mV e Es = PCA.

Os resultados do estudo voltamétrico, complementados pela informagdo obtida por
MVE, parecem apontar para uma efectiva estabilizagio dos ides metalicos (Zn>") no eléctrodo

modificado com ADN hibridado e para a possibilidade de deteccdo destes ides pesados com o

eléctrodo modificado com politionina e cd-ADN.
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Conclusoes

No trabalho desenvolvido estudaram-se as condi¢des para a modificacdo de eléctrodos
com polimeros contendo grupos funcionais livres, o comportamento e a estabilidade destes
em diferentes meios nomeadamente os compativeis com as moléculas biologicas, a interac¢ao
de ADN com os eléctrodos modificados e a deteccao de ides pesados com afinidade para as
biomoléculas.

O 5-Amino-1-Naftol foi polimerizado em platina e meio acido por varrimento de
potencial. A electroactividade dos filmes de poli(5-amino-1-naftol) aumenta linearmente com
diminui¢io da velocidade de varrimento de potencial entre 50 ¢ 2 mV s™ e com o numero de
ciclos de potencial até cerca de 30, tendendo depois para um patamar. As condi¢des
selecionadas de 30 ciclos a 50 mV s™ permitiram obter filmes electroactivos e estaveis nesse
meio. No entanto, a baixa electroactividade observada em meios compativeis com as
moléculas biologicas objecto de estudo, tampao fosfato e Tris-HCI, e a baixa actividade
electrocatalitica na conversdao de espécies electroactivas, que se verificou ser devida ao pH da
solugdo, inviabilizou a sua aplica¢do no cumprimento do objectivo proposto.

O outro monomero selecionado - Tionina - apresenta um comportamento redox
reversivel e bem definido em meio acido. Quando electrodepositado, quer em condigdes
potenciostaticas como potenciodindmicas, a valores de potencial superiores a 1000 mV onde
ocorre a oxidagdo irreversivel do mondmero, deu origem a filmes estaveis e electroactivos. A
electroactividade dos filmes de politionina (PTN) obtidos depende das condigdes
experimentais de polimerizagao.

Verificou-se que no crescimento potenciostatico, a electroactividade do PTN aumenta
com o tempo de polarizacao (entre 3600 e 21600 s) e com o potencial aplicado (entre 1000 e
1250 mV). A multiplicidade de processos redox observada para filmes obtidos para mais
longos periodos de polarizagao e potencial anddico superior sugerem uma estrutura pouco
homogénea destes.

Filmes crescidos potenciodinamicamente apresentaram electroactividade crescente
com o numero de ciclos até 80, o potencial anodico entre 1000 ¢ 1150 mV e com a
diminui¢io da velocidade de varrimento de potencial entre 100 e 20 mV s™. Sob as condi¢des
selecionadas (80 ciclos a 20 mV s entre 0 1150 mV) foi verificado por MECQ um aumento
linear de massa com o nimero de ciclos de potencial usados na electropolimerizacdo da TN

embora a electroactividade do polimero tenda para um patamar, sugerindo alteragdes
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estruturais no decorrer do espessamento do filme, tendo estas sido corroboradas pela analise
morfoldgica por MFA. Para o filme fino, PTN 20/20, as imagens de MFA revelam a formacao
de uma camada compacta, sobre a qual crescem glébulos com estrutura distinta. Estes,
formam agregados com o espessamento do filme e o valor de rugosidade rms aumenta de 3,3
em filmes finos para 5,6 nm em filmes espessos.

Morfologicamente os filmes, com electroactividades similares, crescidos em modos
potenciostatico (PTN 1250/6000) e potenciodindmico (PTN 80/20) apresentam estruturas
distintas.

A conversao redox do PTN ¢ sensivel a espessura dos filmes, passando de um controle
por transferéncia de carga em filmes finos para um controle por difusdo em filmes espessos.

O PTN 80/20 apresentou electroactividade em meios compativeis com moléculas
biologicas, Tampao Fosfato, Tampdo Acetato, Acido Morfolinoetanossulfonico (MES) e
Tris(hidroximetil)aminoetano (Tris-HCI).

O comportamento redox do PTN 80/20 em meios com diferentes valores de pH ¢
complexo, envolvendo dois processos em solu¢des com pH entre 5,5 e 9 com distinta
dependéncia de protdes. Em meio alcalino, pH 12, apresenta menor electroactividade nao
sendo, no entanto, destruido.

As variacoes de massa observadas por MECQ em meio &cido e neutro sugeriram a
participagdo de diferentes mecanismos na conversao redox do PTN, sendo esta influénciada
pela espessura dos filmes, pela velocidade de varrimento de potencial e pelo meio. A inser¢ao
de ides fosfato no filme de PTN parece ser a causa mais provavel para a baixa
electroactividade nesse meio.

Os resultados preliminares obtidos por MVE mostraram a necessidade de adequar as
condi¢des experimentais as caracteristicas do sistema em estudo. A influéncia da natureza do
meio na condutividade do PTN foi evidenciada por esta técnica; em solu¢do de KCI contendo
o complexo de ferro (Fe(CN)64'/ ), o PTN 80/20 sofre degradacio, apresentando baixa

condutividade. Por outro lado, em MES, na presenca do complexo de cobalto (Co(bpi)s*™*")

foi possivel verificar que o filme PTN 80/20 no estado oxidado apresenta uma condutividade
intermédia entre isolador (epoxi) e condutor (ouro).

O eléctrodo modificado PTN 80/20 apresentou actividade electrocatalitica para a
redu¢do do perdxido de hidrogénio. A transferéncia electronica no eléctrodo modificado
depende da sonda electroactiva e do pH da solugdo. Nao foi detectada no intervalo de

4-/3-

potencial em que o filme ¢ electroactivo, na presenga de Fe(CN)s" "~ a valores de pH 1,3 ou 7,

sendo apenas observavel a pH 8,5. Em solu¢do de MES e tampao fosfato o complexo
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Co(bpi)gw * inibe a resposta do filme. Os resultados obtidos com o complexo de ruténio,
Ru(NH3)62+/3+, em MES apontam para alteragdes irreversiveis no filme.

A estabilidade observada em meio biologico (MES), permitiu a utilizagdo do PTN
como suporte para a imobilizagdo de biomoléculas e a existéncia de grupos amina livres na
sua estrutura torna possivel a ligacdo covalente de nucleotidos através do uso de agentes
acoplantes. Devido ao tamanho, orientacdo na superficie do polimero e repulsdes entre os
oligonucleotidos, a quantidade de dG20-P imobilisada por ambos os procedimentos € inferior
a observada para a dGTP. A resposta da conversdo redox de espécies electroactivas em
solugdo com afinidade para o ADN ndo permitiu a deteccao da hibrida¢do. Tal também ndo
foi possivel por MECQ devido ao aumento da viscoelasticidade com a hibridacao.

O eléctrodo modificado com PTN 80/20 e cd-ADN permitiu, por voltametria ciclica, a

detecgdo de 10es pesados com afinidade para as biomoléculas.
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