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Resumo 
 

A descoberta de novos métodos, simples e robustos, de imobilização de 

biomoléculas conjugadas com nanomateriais em superfícies metálicas, surge devido à 

necessidade de melhorar o desempenho das interfaces biossensoras atualmente 

existentes, tornando-as mais estáveis, versáteis e eficientes para a deteção de 

compostos alvo. 

Na presente tese foram exploradas metodologias diretas, de um só passo 

reacional, para imobilização de biomoléculas em superfícies de ouro, baseadas na 

formação in situ de ditiocarbamatos, com o intuito de utilizá-las como plataformas 

para biossensores. Para tal estudou-se a reatividade entre o dissulfureto de carbono e 

grupos amina presentes em moléculas pequenas (epinefrina), em aminoácidos 

(triptofano) e em enzimas (glucose oxidase e lacase). Estas reações foram efectuadas 

na presença de nanopartículas com vários tamanhos médios: Pt (3 nm), Au (5, 20 nm) 

e Fe3O4 (20 e 40 nm), em meio orgânico e aquoso. A funcionalização das 

nanopartículas e a imobilização estável dos (bio)compostos estudados na superfície de 

ouro, foi confirmada por ensaios eletroquímicos (voltametria cíclica, 

cronoamperometria), por espectroscopia fotoeletrónica de raios-X e microscopia de 

força atómica. A atividade catalítica dos elétrodos nanoestruturados modificados com 

glucose oxidase e lacase foi avaliada, electroquimicamente, para a oxidação da glucose 

e do ácido 2,2’-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfónico).  

O dissulfureto de carbono foi igualmente utilizado para ligar nanopartículas de 

magnetite (20 e 40 nm), em superfícies de ouro, funcionalizadas com metaloporfirinas 

de Fe e Co que possuem grupos funcionais específicos com afinidade para superfícies 

de óxidos metálicos. Esta modificação simples e versátil permitiu estudar com sucesso 

a reação de redução de oxigénio (ORR), em meio acídico. Desta forma, provar 

demonstrou-se a estabilidade das nanopartículas de magnetite conjugadas com 

metaloporfirinas em soluções ácidas, revelando o seu potencial como uma alternativa 

à utilização de catalisadores à base de platina para a ORR. A funcionalização das 

nanopartículas foi demonstrada por espectroscopia de UV – visível enquanto os 

ensaios com o elétrodo rotativo de disco e anel, revelaram a existência de dois 
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mecanismos diferentes para a ORR, via 2 ou 4 eletrões, dependendo do centro 

metálico, Co ou Fe, das metaloporfirinas. 

A metodologia de modificação de superfícies nanoestruturadas de ouro com 

base na formação in situ de ditiocarbamatos (CS2 e proteína A) foi também testada na 

preparação de interfaces para imunossensores. Ficou demostrado, por ressonância de 

plasmão de superfície, elipsometria convencional e de imagem em modo de reflexão 

interna total, que esta interface apresenta capacidade para detetar fenómenos de 

bioespecificidade (Imunoglobulina G - Anti-Imunoglobina G), com a vantagem de inibir 

a adsorção de proteínas ligadas inespecificamente. Foi ainda apresentada uma 

abordagem completamente inovadora de preparação de biointerfaces muito sensíveis, 

baseadas na deposição direta de bicamadas lipídicas suportadas em ouro. Para este 

propósito depositaram-se vesículas que contêm misturas de dois lípidos comuns (1,2-

dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfocolina e colesterol) e um alcanotiol, que provaram formar 

bicamadas robustas, com elevada capacidade para inibir a adsorção não específica de 

proteínas, permitindo ainda o acoplamento covalente de anticorpos. Esta nova 

plataforma apresenta-se como uma alternativa com elevado potencial à utilização de 

tiolipídos tipicamente usados no desenvolvimento de plataformas imunossensoras. 

 

 

Palavras-chave 

Dissulfureto de carbono; ditiocarbamato; nanopartículas; biossensores; reação de 

redução de oxigénio. 
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Abstract 

 

The research for new, simple and robust methods to immobilize biomolecules 

conjugated with nanomaterials on metal surfaces arises from the need to improve the 

performance of the current biosensing interfaces. The purpose is to make these 

biosensing interfaces more stable, versatile and efficient for the detection of target 

compounds. 

In this thesis, simple and one-step methodologies were explored for the 

immobilization of biomolecules on gold surfaces, based on the in situ formation of 

dithiocarbamates, in order to use them as a biosensors. The reactivity between carbon 

disulfide and amine groups present in small molecules (epinephrine), aminoacids 

(tryptophan) and enzymes (glucose oxidase and laccase) was studied. These reactions 

were carried out in the presence of nanoparticles of various average sizes, Pt (3 nm), 

Au (5, 20 nm) and Fe3O4 (20, 40 nm), in organic and aqueous media. The 

functionalization of nanoparticles and the stable immobilization of the 

(bio)compounds studied on the gold surface was confirmed by electrochemical 

techniques (cyclic voltammetry, chronoamperometry), X-rays photoelectron 

spectroscopy and atomic force microscopy. The catalytic activity of the modified 

nanostructured electrode with glucose oxidase and laccase was electrochemically 

evaluated towards glucose and 2,2'-azino-bis (3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid), 

respectively. 

Carbon disulfide was also used to attach magnetite nanoparticles (20 and 40 nm) 

functionalized with metalloporphyrins (Fe and Co) containing specific groups with 

affinity for metal oxide surfaces, to gold electrodes. This simple and versatile 

modification allowed to study successfully the oxygen reduction reaction (ORR), in 

acidic medium. Thus, the stability of the metalloporphyrin/Fe3O4 nanoparticles 

conjugate in acidic solution was confirmed, showing its potential as an alternative to 

platinum-based catalysts for ORR. The functionalization of the magnetite nanoparticles 

was confirmed by UV – visible spectroscopy, while the rotating ring-disk electrode 

assays revealed the existence of two different mechanisms for ORR via 2 or 4 electrons 

transfer, depending on the Co or Fe centre of metalloporphyrins. 
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The methodology to modify the nanostructured gold surfaces based on the in situ 

formation of dithiocarbamates (CS2 and protein A) was also tested for preparing 

immunosensing interfaces. It was demonstrated by surface plasmon resonance, 

conventional and total internal reflection imaging ellipsometry, that the biointerface 

has the ability to detect biospecific phenomena (Immunoglobulin G- Anti-

Immunoglobulin G), with the advantage of inhibiting the non-specific adsorption of 

proteins. A completely novel approach to prepare sensitive biointerfaces, based on the 

direct deposition of lipid bilayers supported on gold is also presented. For this purpose, 

vesicles containing mixtures of two common lipids (1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-

phosphocholine and cholesterol) and an alkanethiol were deposited on gold and 

showed the formation of robust bilayers with a high capacity to inhibit non-specific 

protein adsorption, allowing the covalent coupling of antibodies. This new platform is 

presented as an alternative immunossensing interface without the need to use 

thiolipids, typically employed in the preparation of lipid bilayers on gold.  

 

Keywords: Carbon disulfide, dithiocarbamates, biosensors, nanoparticles, oxygen 

reduction reaction. 
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1.1 Funcionalização química de superfícies de ouro 

 

A funcionalização de substratos metálicos com compostos orgânicos tornou-se 

uma prática comum na área da química de superfícies.  

A importância de estudar e desenvolver novos métodos de imobilização, 

simples e versáteis, de biomoléculas ou de centros catalíticos em superfícies metálicas, 

que possam ser utilizados para o desenvolvimento de biossensores (óticos ou 

eletroquímicos) e para eletrocatálise, surge devido à necessidade de melhorar a 

qualidade dessas plataformas, tornando-as mais estáveis e mais eficientes.  

Têm sido empregues diversas metodologias na imobilização de biomoléculas 

(enzimas, anticorpos) em superfícies de elétrodo, tais como, adsorção física ou 

eletrostática (em suportes metálicos e de carbono), acoplamento covalente em 

superfícies modificadas electroquimicamente por polímeros ou redução de sais 

diazónio [1] e através da formação de monocamadas auto-montadas (SAMs) [2, 3] ou 

da formação in situ de ditiocarbamatos (DTC), particularmente em ouro [4-6]. Mais 

recentemente, também tem sido reportada a incorporação de proteínas em 

superfícies de ouro modificadas por sistemas modelo de biomembramas 

(bicamadas)[7, 8]. 

À medida que se vai evoluindo neste campo de investigação, tem-se vindo a 

descobrir que a utilização de compostos organossulfurados prontamente disponíveis 

para reagir com superfícies planas e/ou nanoestruturadas, é uma das chaves para a 

funcionalização de elétrodos (ouro, carbono, platina, etc.) [2, 3, 9].  

 

  

1.1.1 Monocamadas auto-montadas  

 

Desde o início da década de 90, surgiram vários trabalhos descrevendo a 

formação de monocamadas auto-montadas (SAMs) reportando detalhadamente as 

suas principais características, vantagens e tipos de interação mais comuns [2, 10-14]. 

As SAMs são originadas pela adsorção espontânea de moléculas orgânicas em 
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substratos sólidos (figura 1.1a), através de grupos com afinidade para o substrato, e 

por ligações de van der Waals entre grupos apolares de moléculas adjacentes. 

Apresentam-se estáveis, organizadas, com elevado grau de empacotamento e são 

fáceis de preparar e muito versáteis, o que as torna muito atrativas para diversas 

aplicações, tais como eletrocatálise, biossensores, proteção contra a corrosão. A 

formação de SAMs com grupos específicos, por exemplo, COOH ou NH2, são 

suscetíveis de serem covalentemente ligados a proteínas (figura 1.1a) [14, 15]. Os 

exemplos de SAMs mais conhecidos são os triclorosilanos de alquilo em vidro, sílica, 

óxido de alumínio e os derivados de enxofre em ouro, platina, mercúrio e cobre [16]. A 

auto-montagem de n-alcanotióis, dialquilsulfuretos e dialquildissulfuretos [2, 11, 15] 

em ouro é controlada pela elevada afinidade do enxofre para a superfície de ouro com 

uma energia da ordem de ∼40 kcal mol-1 [17]. O enxofre liga-se à superfície do ouro, 

possivelmente formando um tiolato, com um estrutura hexagonal (33)R30 (figura 

1.1b) e a adsorção ocorre nos locais em que o átomo de S (sp3) coordena com 3 

átomos de Au da superfície Au (111), com um espaçamento de ~ 5 Å entre átomos 

vizinhos (figura 1.1c). Os vetores da célula unitária são 3 vezes maiores do que os do 

substrato [16, 18]. 
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Figura 1.1 – a) Esquematização de monocamadas auto-montadas formadas em ouro; 

b) perspetiva de topo da estrutural hexagonal (33)R30° de uma monocamada 

auto-montada de decanotiol empacotada em Au(111) ; c) perspetiva lateral do arranjo 

das moléculas de decanotiol adsorvidas na superfície do ouro com 5 Å de separação 

entre as cadeias alquilo e posicionadas a 32° da superfície do ouro, adaptado de [3]. 

 

A ligação forte entre o enxofre e a superfície do ouro permite a caracterização 

das SAMs formadas por diversas técnicas de caraterização superficiais de elevada 

sensibilidade (espectroscopia fotoeletrónica de raios-X, microscopia de força atómica e 

elipsometria). Por técnicas eletroquímicas (voltametria cíclica ou cronoamperometria, 

determinação da carga) é possível quantificar o número de átomos de enxofre 

desadsorvidos da superfície de ouro, por desadsorção redutiva, podendo-se estimar 

coberturas superficiais e inferir sobre a estabilidade e organização da SAM.  

Como alternativa à formação de SAMs de alcanotióis em ouro surgiu a formação 

in situ de ditiocarbamatos utilizando compostos organossulfurados. 
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1.1.2 Formação in situ de ditiocarbamatos 

 

As moléculas com grupos carboditiolato (-CS2) podem ter propriedades de 

adsorção química superiores às dos tióis (SH), pois as suas distâncias interatómicas S-S 

são quase ideais para a adsorção epitaxial sobre Au, superfícies [2, 4]. Tais grupos 

podem ser alternativas atrativas à utilização de alcanotióis no que respeita a robustez 

da adsorção. A. Wei [4, 5] foi o primeiro a reportar a adsorção espontânea de grupos 

ditiocarbamatos (DTCs) em superfícies de Au, através da simples exposição a 

dissulfureto de carbono e uma amina secundária. 

Os DTCs, quando não estão adsorvidos em superfícies, são considerados 

instáveis na sua forma ácida e muitas vezes são preparados como sais de metal pela 

condensação de dialquilaminas com CS2 [4](figura 1.2a) sob condições fortemente 

básicas. Thomas J. Meade, em 2010 [19], reforça e complementa esses estudos, 

mostrando que uma variedade de aminas secundárias podem condensar com o CS2 em 

superfícies de Au, à temperatura ambiente sem base adicional, para formar grupos 

que são estáveis em ambientes aquosos ácidos e básicos. Em 2010, o nosso grupo de 

trabalho [20] demonstrou que podíamos utilizar a formação in situ de ditiocarbamatos 

para imobilizar diretamente aminoácidos e enzimas em ouro, a partir de soluções 

aquosas. Também em 2010, J. Huskens e V.M. Rotello [21], reportaram a utilização de 

ditiocarbamatos para a imobilização de nanopartículas de óxido de sílica em 

monocamadas auto-montadas, funcionalizadas com grupos amina ancorados em 

superfícies de sílica. Em 2011, K. Chen e H. D. Robinson [22], introduzem a 

funcionalização de nanopartículas de Au hidrocloreto de polialiamina, por 

ditiocarbamatos, através da reação dos grupos amina laterais com moléculas de CS2. 

Assim, a formação in situ de ditiocarbamatos ocorre por imersão de substratos 

de Au em soluções com uma proporção equimolar de CS2 e de aminas [20] (figura  

1.2b). Este procedimento de um só passo pode ser realizado em solventes aquosos ou 

orgânicos, no entanto, em meio orgânico (álcoois) tem sido reportado uma maior 

eficiência desta reação. Os ditiocarbamatos podem também ser formados em 

suspensões coloidais de nanopartículas de Au (figura 1.2 c) e em nanoestruturas 

pontuais (quantum dots) de CdZe-ZnS [23]. É importante salientar, de acordo com o 
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reportado [24], que as moléculas de ditiocarbamatos formam uma SAM compacta em 

Au (111), através de uma ligação bidentada e apresentam densidades eletrónicas 

elevadas nos átomos de enxofre, formando uma estrutura de ressonância quando 

adsorvidas ao ouro.  

 

 

Figura 1.2 – a) Reação entre CS2 e diaquilaminas em solução básica; b) reação de 

formação in situ de ditiocarbamatos em superfícies de ouro; c) reação de formação in 

situ de ditiocarbamatos em superfícies nanoestruturadas. 

 

Apesar da robustez da ligação ditiocarbamato-Au e da facilidade com que estes 

grupos podem ser formados, ainda existem relativamente poucos estudos sobre as 

suas propriedades e aplicações. Assim, a gama de estruturas sintéticas ou de 

biocompostos que podem ser imobilizadas por esta via em superfícies planas ou 

nanoestruturadas, deverá certamente expandir num futuro próximo. 

 

1.1.3 Nanomateriais 

 

Os nanomateriais (nanopartículas, nanotubos, etc) têm, por definição, 

dimensões na escala nanométrica (0- 100 nm) e propriedades distintas do seu material 

maciço de origem. As nanopartículas, em particular as de metais nobres e de óxidos 

metálicos, têm propriedades únicas, tais como áreas superficiais elevadas, 
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biocompatibilidade, propriedades condutoras, magnéticas e óticas, o que as torna 

elementos muito interessantes para diversas aplicações, em particular, para 

biossensores (por ex. óticos e eletroquímicos) e eletrocatálise [25-28]. De entre os 

metais empregues na síntese de nanopartículas, Au, Pt, Pd, Ag, Ru, as de Au e a Pt ,têm 

sido das mais estudadas [29-31], enquanto nas nanopartículas de óxidos de metais de 

transição, um dos óxidos mais estudado é o Fe3O4 [28, 32, 33]  

  

1.1.3.1 Nanopartículas de ouro e platina 

 

A preparação de nanopartículas de Au (AuNPs) e de Pt (PtNPs) por métodos 

químicos em solução encontra-se largamente referenciada na literatura [29-31, 34, 

35]. Em geral, envolve o uso de um sal do metal em solução e a adição de um agente 

redutor [29, 36]. A presença de um agente redutor, em solução, permite estabilizar as 

nanopartículas formadas, controlando a agregação, o tamanho, a forma e a orientação 

cristalográfica superficial das nanopartículas [37].  

Entre os métodos disponíveis para a síntese de AuNPs, o método de redução 

direta é um dos mais utilizados. Este foi descrito por Turkevich [38] e desenvolvido por 

outros [31, 39, 40]. O sal de ouro (HAuCl4) em solução é reduzido, a temperatura 

elevada ( 100 C), pelo agente redutor citrato de sódio, formando-se nanopartículas 

esféricas com tamanhos entre 16 e 150 nm de diâmetro. Podem ainda ser sintetizadas 

AuNPs e também PtNPs à temperatura ambiente utilizando um procedimento 

semelhante (método Solla- Gullón), ou seja, por redução direta do sal de ouro ou 

platina (HAuCl4 ou K2PtCl4, respetivamente) e pela adição de citrato de sódio e 

borohidreto de sódio [41], obtendo-se nanopartículas com diâmetros muito mais 

reduzidos, de aproximadamente 5 nm. 

Uma das características óticas mais interessantes das AuNPs é que, quando 

irradiadas por luz visível, ocorre uma oscilação coletiva de eletrões livres na superfície 

da partícula, absorvendo parte dessa luz visível. Este fenómeno é denominado por 

efeito de ressonância do plasmão de superfície, o qual sofre desvios de comprimento 

de onda no espectro do UV-visível, devido ao tamanho, material, forma e ao meio 

dielétrico circundante [42-44]. As PtNPs não apresentam este fenómeno ótico na 

região UV-visível, no entanto a sua formação pode ser acompanhada pelo 
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desaparecimento da banda de absorção do sal de platina (K2PtCl6), em meio aquoso 

(água) a cerca de 258 nm [45]. 

Um dos procedimentos mais utilizado para ligar as AuNPs a superfícies planas é 

a formação de monocamadas auto-montadas de derivados de alcanoditióis [46, 47], 

devido à forte afinidade química entre o enxofre e ouro. 

 

1.1.3.2 Nanopartículas de magnetite (Fe3O4) 

 

A magnetite é um mineral magnético, constituída por óxidos de ferro (II) e (III) e 

oxigénio, que apresenta uma estrutura do tipo espinela com uma fórmula geral AB2O4, 

em que A e B são os catiões [48]. O empacotamento denso dos aniões (neste caso 

oxigénio (O4)) provoca dois tipos de interstícios distintos, o tetraédrico e octaédrico, 

onde irão posicionar-se os átomos Fe [28]. As posições tetraédricas são ocupadas por 

iões Fe3+ e as posições octaédricas por iões Fe3+ e Fe2+. Assim, a estrutura pode 

globalmente ser descrita como (Fe3+)tet(Fe3+Fe2+)octO4. A magnetite pode facilmente 

sofrer oxidação, especialmente na forma de nanopartículas com tamanhos mais 

pequenos (< 12 nm) pelo que, a sua formulação correta terá de ser Fe3-xO4, em que x 

diminuiu com o aumento do tamanho da partícula. No caso de uma oxidação máxima 

(x = 1) esta estrutura dá origem à magemite, -Fe2O3, onde o ferro existe apenas como 

Fe3+ [32, 33], enquanto que, para x = 0, tem-se Fe3O4 (magnetite) no seu estado mais 

puro. Quanto maior for o tamanho médio das partículas menor a tendência para se 

oxidarem. Deste modo, o fator estequiométrico do Fe2+/Fe3+ influencia bastante as 

propriedades das nanopartículas (cristalinidade, capacidade de adsorção, estado de 

oxidação, condutoras e magnéticas, etc) [28, 49]. 

As propriedades das nanopartículas dependem fortemente do método de 

preparação escolhido. De todas as metodologias existentes atualmente, o método de 

co-precipitação ou apenas precipitação, é um dos mais usados [50-52]. 

As nanopartículas de magnetite atuam como ácidos de Lewis em sistemas 

aquosos, coordenados a moléculas de H2O ou grupos hidroxilo. Este é o motivo pelo 

qual a superfície destas nanopartículas é bastante dependente do pH [49]: a valores de 

pH < 7,  a superfície está protonada e a pH > 7, a superfície está negativamente 
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carregada com grupos OH- [53]. As nanopartículas de magnetite em contacto com uma 

solução aquosa de pH inferior a 7 dissolvem-se [54]. Por esse motivo, surge a 

necessidade de criar revestimentos apropriados para proteger e, simultaneamente, 

estabilizar estes nanomateriais. 

 

 1.1.3.3 Funcionalização de nanopartículas e imobilização em 

superfícies de elétrodo 

 

As suspensões coloidais de nanopartículas metálicas possuem iões 

estabilizadores e é necessário substituí-los, por exemplo, a troca espontânea de um ião 

citrato das AuNPs por uma molécula de tiol ou dissulfureto, para permitir a 

funcionalização de nanopartículas e a sua ligação a superfícies de ouro plano. Foi 

reportado um estudo que afirma que as trocas de iões citrato por iões tiolatos em 

AuNPs [55-57], são conseguidas devido à diferença substancial da energia de ligação 

entre o Au-S (∼40 kcal/mol) e o Au-O (∼2 kcal/mol). No entanto, este estudo 

demonstra também que, ao contrário do que tem sido assumido, apenas 50-65 % de 

grupos tiolatos de uma SAM com empacotamento máximo, estarão co-adsorvidos às 

AuNPs juntamente com os iões citratos [57]. 

No caso de nanopartículas de óxidos metálicos, a sua funcionalização e 

posterior ligação a superfícies de ouro poderá ocorrer de uma forma mais direta, caso 

sejam obtidas no estado sólido sem agente estabilizante. No entanto, como a sua 

estabilidade em solução aquosa depende do pH do solvente, é necessária a formação 

de revestimentos inorgânicos ou orgânicos em redor das NPs. Estes revestimentos são 

geralmente de Au, sílica, ou outros compostos inorgânicos ou orgânicos (polímeros), 

ou ainda materiais semicondutores [58]. Uma alternativa à criação destas “capas” 

protetoras poderá ser a funcionalização de nanopartículas de magnetite por adsorção 

de compostos biológicos [59-62] ou organometálicos [63] a qual pode ocorrer através 

de interações eletrostáticas (COO-, NH3
+), pontes de hidrogénio ou pelo grupo SH, ou 

ligações covalentes [61, 62, 64]. Schwaminger e colaboradores [61] descreveram que a 

natureza química das interações entre os aminoácidos de uma proteína e a superfície 

de magnetite, depende essencialmente da polaridade e dos grupos COOH, NH2 ou SH 



Capítulo 1 - Introdução 
 

11 

 

de cada aminoácido. No caso da cisteína [65], esta deverá ligar-se pelo grupo SH à 

magnetite, através da ligação Fe-S, visto que a energia da ligação Fe-S ( 77 kcal/mol) é 

superior, logo preferencial, à ligação Fe-O (32 kcal/mol) [66]. 

Desta forma, surge o interesse em continuar a explorar a modificação direta de 

superfícies de magnetite por compostos organossulfurados, de forma a minimizar ou 

eliminar a necessidade de revestimentos químicos (core-shell), muitas vezes utilizados 

para a funcionalização de nanopartículas.  

 

A ligação covalente de enzimas em superfícies nanoestruturadas de ouro 

através da formação de SAMs de alcanoditióis (com grupos terminais NH2 ou COOH) é 

um dos métodos mais utilizados na preparação de biossensores enzimáticos [47], no 

entanto, é dependente de uma etapa de ativação destes grupos por agentes 

acoplantes (ex. NHS/EDC). Deste modo, a imobilização covalente da biomolécula ao 

transdutor ocorre, geralmente, em pelo menos 5 passos, como ilustrado na figura 1.3: 

formação da SAM, ligação das NPs, funcionalização das NPs e SAMs com grupos 

funcionais terminais, ativação destes grupos e ligação do enzima.  

 

 

Figura 1.3 – Metodologia de funcionalização de superfícies de ouro com SAMs de 

ditióis e AuNPs, para a ligação covalente de enzimas.   

 

Sendo assim, o desenvolvimento de procedimentos mais simples e diretos, que 

preservem a atividade biológica do enzima, é um dos requisitos fundamentais na 

preparação de interfaces para biossensores.  
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1.1.4 Formação de bicamadas lipídicas suportadas 

 

O fator-chave para o desenvolvimento de superfícies condutoras com 

biomoléculas suficientemente estáveis e sensíveis é a interação entre a entidade 

biológica e a superfície transdutora. Frequentemente, a ligação à superfície afeta a 

estrutura e atividade biológica da biomolécula. 

Os componentes principais das biomembranas são os lípidos e as proteínas, os 

quais se encontram em diferentes proporções, consoante o tipo de célula e/ou 

organismo [67, 68]. Para reduzir a complexidade das biomembranas, utilizam-se 

frequentemente sistemas modelo que mimetizam algumas das propriedades das 

biomembranas [69-72] e estes podem ser preparados usando lípidos puros, misturas 

de lípidos ou misturas lípido-proteína. Os sistemas modelo mais comuns são os 

lipossomas (vesículas) e as bicamadas lípidicas suportadas (SLBs) [68]. As vesículas são 

um dos sistemas modelo de biomembranas mais popular e podem ser preparadas a 

partir de uma suspensão de vesículas multilamelares (MLVs), resultando em vesículas 

unilamelares pequenas (SUVs), com diâmetro entre ca. 25 nm ou 50 nm, ou vesículas 

unilamelares grandes (LUVs), com diâmetro de ca. 50 nm até 500 nm [68]. Nas 

bicamadas lípidicas, a unilamelaridade das vesículas fundidas e posteriormente 

depositadas, é também uma vantagem, pois possibilita a análise por microscopia da 

força atómica dos domínios típicos dos sistemas lipídicos, dado que a formação de 

multicamadas pode influenciar os valores de espessura e/ou a diferença de alturas dos 

domínios formados. 

As SLBs têm sido utilizadas com sucesso em diversos estudos [71, 73, 74], tendo 

sido este o sistema modelo utilizado neste trabalho. A formação de SLBs é possível em 

suportes sólidos por transferência sequencial de duas monocamadas, a partir de uma 

interface ar-água, ou por fusão de vesículas em contacto com um suporte hidrófilo 

[68]. A adsorção de uma bicamada lipídica a uma superfície de ouro é bastante mais 

exigente do que em mica e em óxido de silício, devido à hidrofobicidade da superfície 

de ouro. Lipkowski e seus colaboradores reportaram a deposição e caraterização de 

bicamadas em Au (111), demonstrando também o efeito da aplicação de um potencial 

na adsorção/desadsorção e orientação das moléculas de lípido[75]. Adicionalmente, já 
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existem outros estudos que demonstram a capacidade da bicamada suportada em 

acomodar uma biomolécula eletroativa, permitindo o estudo dos seus processos de 

oxidação/redução [7, 76]. 

 

Com o intuito de tornar a superfície de ouro mais hidrófila é possível modifica-

la com uma SAM. Um exemplo de um dos compostos mais utilizados para este fim é o 

ácido 11-mercaptoundecanóico (MUA) [76, 77]. O tiol é responsável por estabelecer 

uma ligação muito forte e estável com o ouro, enquanto o grupo carboxilo estará 

disponível para interagir com os grupos hidrófilos dos fosfolípidos. As bicamadas 

formadas num ouro previamente modificado são estáveis e possibilitam a 

caraterização de compostos eletroativos (por exemplo, por voltametria cíclica) que 

possam estar inseridos na própria bicamada. No entanto, como a imobilização ao 

substrato não é covalente (interações eletrostáticas entre o COOH e os fosfolípidos), 

estas podem não ser suficientemente resistentes em estudos que envolvam o uso de 

células de fluxo com alteração da força iónica, tendo em conta que as interações 

electroestáticas serão afetadas. Como alternativa, tem sido explorada a utilização de 

tiolípidos (lípidos com um SH numa das extremidades), tendo em conta a ligação forte 

do S ao ouro [78]. Contudo, estas estruturas condicionam a fluidez natural das 

membranas biológicas. 

Deste modo, é necessário criar outras metodologias alternativas adequadas ao 

desenvolvimento de biossensores, sem que o ambiente biomimético seja alterado, 

permitindo a interação de biomoléculas sem causar a diminuição da sua bioatividade. 

 

1.2 Biossensores  

 

Devido ao crescimento da população e ao aumento da longevidade vai 

existindo um maior número de pessoas com problemas de saúde crónicos, como por 

exemplo a diabetes. Para melhorar a qualidade de vida destas pessoas é necessário 

criar dispositivos médicos que facilitem o controlo da glucose na corrente sanguínea. 

Conforme o relatório publicado este ano pela transparency market research, o 

mercado de biossensores globais está previsto aumentar de 12,4 bilhões de dólares 

em 2013 para 21,6 bilhões de dólares até 2020. Este facto leva ao aumento da 
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investigação neste campo, com o desenvolvimento de novas plataformas que possam 

ser usadas como biossensores, criando dispositivos de deteção rápida e de fácil 

utilização. 

Um biossensor é um dispositivo miniaturizado integrado que utiliza um elemento 

biológico (anticorpo, enzima, recetor de proteína, ácido nucleico, tecido celular, 

moléculas orgânicas pequenas, etc.), como elemento sensor acoplado a um 

transdutor, por exemplo, eletroquímico (amperométrico, potenciométrico), para 

deteção de um sinal elétrico (figura 1.4) [79, 80].  

O elemento biológico (enzimas, anticorpos, ácidos nucleicos, etc.) tem um papel 

fundamental no dispositivo de reconhecimento molecular, transformando/detetando 

o analito, sendo também responsável pela seletividade com que este é detetado. Este 

elemento biológico pode ser acoplado com nanomateriais (por exemplo, 

nanopartículas metálicas), criando novas nanoestruturas que irão aumentar a 

sensibilidade dos biossensores, facilitando o contato elétrico entre o enzima e a 

superfície transdutora [81]. 

 

Figura 1.4 – Ilustração esquemática do funcionamento de um biossensor enzimático 

com transdução eletroquímica. 

 

1.2.1 Sensores enzimáticos com transdução eletroquímica 

  

Um dos passos mais importantes no desenvolvimento de biossensores 

enzimáticos é a imobilização de biomoléculas na superfície metálica, garantindo a 
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estabilidade e preservação da sua atividade biológica[82]. Os biossensores 

amperométricos são os mais estudados e comercializados hoje em dia, devido à 

elevada sensibilidade para uma vasta gama de substratos [83] e por serem os mais 

utilizados na deteção da glucose no sangue. Este tipo de biossensores pode ser 

dividido em três gerações (figura 1.5): 1.ª geração - biossensores com base na medição 

da concentração de substrato natural e produtos da reação enzimática; 2.ª geração - 

biossensores utilizando mediadores (M) redox como transportadores de eletrões dos 

centros ativos do enzima para o elétrodo; 3.ª geração - biossensores que utilizam a 

transferência eletrónica direta entre o enzima e o elétrodo [83]. 

 

 

Figura 1.5 – Esquema ilustrativo das três gerações de biossensores enzimáticos, 

adaptado de [84].  

 

Nos biossensores de 2ª geração recorre-se ao uso de mediadores redox, pois 

estes facilitam a transferência eletrónica entre a componente biológica e a superfície 

transdutora [83, 85]. As características de um mediador ideal são essencialmente: 

reagir rapidamente com o enzima reduzido, apresentar uma cinética heterogénea 

reversível, o sobrepotencial para a regeneração do mediador oxidado deve ser baixo e 

independente do pH, possuir formas oxidada e reduzida estáveis e a forma reduzida 

não deve reagir com o oxigénio. O ferroceno e seus derivados são os mediadores redox 

mais utilizados, destacando-se os ácidos ferroceno (mono) e (di)carboxílicos utilizados 

neste trabalho. 

 1.2.2 Imunossensores óticos  

 

Dentro da categoria de biossensores existem os imunossensores, que são 

dispositivos de medição que exploram o reconhecimento biológico envolvido no 
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acoplamento específico, por exemplo, de um antigénio a um anticorpo, originando 

sinais óticos (ou elétricos) mensuráveis. Em geral, num imunossensor ótico, como 

ilustrado na figura 1.6, após a obtenção de linha de base com uma solução tampão, a 

adsorção do antigénio ao anticorpo origina uma variação de sinal de SPR, que se 

tornará estável, quando todos os antigénios estiverem ligados aos anticorpos. Caso as 

biomoléculas não estejam ligadas especificamente, estas poderão dissociar-se e sair 

após a lavagem com o tampão usado inicialmente, verificando-se a diminuição do sinal 

SPR até ao valor inicial. 

 O imunoensaio mais conhecido e utilizado é o ELISA (Enzyme-Linked 

Immunosorbent Assay [86]. Este tipo de ensaios imunológicos, embora muito 

sensíveis, apresenta algumas desvantagens relativamente aos imunossensores, tais 

como, o uso de procedimentos longos, a elevada concentração de anticorpos e a 

utilização de marcadores para a deteção de anticorpos específicos. O uso de interfaces 

imunossensoras permite a deteção do anticorpo com maior sensibilidade, usando 

concentrações muito baixas de anticorpos, não sendo necessário o uso de anticorpos 

marcados (labeled-antibody) [87]. 

 

 

Figura 1.6 – Variação de sinal de SPR ao longo do tempo após a adsorção e 

dissociação de biomoléculas (exemplo, antigénios) adaptado de [88]. 

 

 

Devido ao facto de a qualidade dos imunossensores estar diretamente 

relacionada com a afinidade do anticorpo para o antigénio, deve ser dada especial 

atenção à seleção do anticorpo, de forma a garantir a especificidade da ligação 
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anticorpo-antigénio [89, 90]. A inibição da adsorção não específica na interface em 

conjunto com uma adequada orientação do biorecetor (anticorpo) e a sua distribuição 

sobre a superfície, são fatores importantes que devem ser controlados, a fim de obter 

o melhor desempenho do imunossensor. Dessa forma, tem existido, nos últimos anos, 

uma procura por superfícies que previnam a adsorção não específica de proteínas [91-

93]. As superfícies de óxido de polietileno e as superfícies de ouro modificadas com 

derivados tiolados de polietilenoglicol (PEG), mostraram-se resistentes à adsorção não 

específica de algumas proteínas [94, 95], uma vez que são capazes de minimizar 

interações eletrostáticas e hidrofóbicas. O uso de agentes tensioativos/surfactantes 

[96, 97], como o sulfato de dodecil de sódio (SDS) ou o polioxietileno sorbitan 20 

(Tween 20) durante o processo de bioreconhecimento, tornou-se um procedimento 

bastante utilizado para minimizar ou até evitar as interações físicas não desejadas (ex. 

apolares, eletrostáticas), na preparação de biossensor.  

 

 Têm sido descritas metodologias que envolvem a conjugação de nanopartículas 

de ouro, com anticorpos, e que têm sido utilizadas em imunoensaios para a deteção de 

biomarcadores cancerígenos [98] que, por este motivo, apresentam potencial para 

aplicação na área dos imunossensores.  

 Também a combinação de nanomateriais com compostos organometálicos de 

reconhecida atividade catalítica, tem-se revelado uma vantagem na modificação de 

superfícies para a reação de redução do oxigénio. 

 

1.3 Eletrocatálise da reação de redução do oxigénio  

 

A reação de redução de oxigénio (oxygen reduction reaction, ORR) é 

considerada como uma das reações mais importantes em dispositivos eletroquímicos 

de conversão de energia [99-101], como por exemplo, nas células de combustível. O 

seu funcionamento consiste na oxidação de um combustível, normalmente o 

hidrogénio, no ânodo e na redução de um agente oxidante, o oxigénio, no cátodo de 

uma célula galvânica.  
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O catalisador catódico mais utilizado numa célula de combustível alimentada a 

O2 é a platina [102]. Todavia, este metal nobre apresenta algumas contrapartidas, não 

só a nível do elevado custo e do seu fornecimento natural mas também devido ao seu 

desempenho eletroquímico como catalisador. A redução do O2 em platina no cátodo é 

significativamente mais lenta (i0 ≈ 10-9 A cm-2 (25 °C)) [103] do que a oxidação do H2 no 

ânodo (i0 ≈ 10-3 A cm-2 (25 °C)) [103], sendo um passo limitante em todas as células de 

combustível de O2. Deste modo, tornou-se necessário apostar no desenvolvimento de 

novos materiais para catalisadores catódicos que possam substituir a platina. Assim, 

um catalisador alternativo não só deve ser mais barato mas, também deverá catalisar a 

redução do oxigénio por meio de um mecanismo reacional mais rápido, originando a 

obtenção de melhores parâmetros cinéticos (densidade de corrente de troca, i0, e 

coeficiente de simetria,α), aumentando a corrente envolvida na reação e, 

consequentemente, a eficiência da célula.  

A ORR em soluções aquosas ácidas pode ocorrer por via de dois mecanismos 

diferentes [99]: 

i) Mecanismo direto: 

𝑂2 + 4𝐻+ + 4𝑒− → 2𝐻2𝑂 (𝐸0 = 1.229 𝑉 𝑣𝑠. 𝑆𝐻𝐸) 

ii) Mecanismo em dois passos: 

𝑂2 + 2𝐻+ + 2𝑒− →  𝐻2𝑂2 (𝐸0 = 0.700 𝑉 𝑣𝑠. 𝑆𝐻𝐸) 

𝐻2𝑂2 + 2𝐻+ + 2𝑒− → 2𝐻2𝑂 (𝐸0 = 1.760 𝑉 𝑣𝑠. 𝑆𝐻𝐸) 

 

Com o aumento pH da solução aquosa, os potenciais desviam-se 

negativamente 60 mV/unidade de pH e a pH igual ou superior a 7, as reações são: 

i) Mecanismo direto: 

𝑂2 + 2𝐻2𝑂 + 4𝑒−  → 4𝑂𝐻− (𝐸0 = 0.401 𝑉 𝑣𝑠. 𝑆𝐻𝐸) 

ii) Mecanismo em dois passos: 

𝑂2 + 𝐻2𝑂 + 2𝑒− → 𝐻𝑂2
− +  𝑂𝐻− (𝐸0 = −0.065 𝑉 𝑣𝑠. 𝑆𝐻𝐸) 

𝐻𝑂2
− +  𝐻2𝑂 + 2𝑒− → 3𝑂𝐻−  (𝐸0 = 0.867 𝑉 𝑣𝑠. 𝑆𝐻𝐸) 

 

A distinção entre estes dois mecanismos (direto e dois passos) é dificultada 

pelo fato de que a reação de redução direta (4 eletrões) também pode envolver a 

formação de H2O2. No entanto, este tem tendência a permanecer adsorvido na 
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superfície do elétrodo sem sofrer desadsorção ou decomposição, ocorrendo 

subsequentemente a sua redução. Em geral, o uso do elétrodo rotativo de disco e anel 

permite distinguir electroquimicamente os dois mecanismos reacionais que regem a 

reação de redução do O2 [101], considerando que neste tipo de estudos, por exemplo, 

se pode medir a produção de H2O2, produzida junto ao anel, aplicando um potencial 

fixo (0.9 V). 

 

Os compostos quelatos-N4 pirolisados com metais de transição suportados em 

superfícies de carbono de elevada área superficial são conhecidos por reduzir 

cataliticamente o oxigénio em meio ácido [104], como resultado da interação entre o 

oxigénio e o ião metálico central (por exemplo, interação O2-hemoglobina) [105, 106]. 

Os primeiros grupos de compostos deste tipo descritos como sendo cataliticamente 

ativos foram as ftalocianinas [100] e de seguida as porfirinas [106, 107]. Comparando 

os diferentes tipos de complexos-N4, relativamente à sua atividade e estabilidade em 

soluções ácidas, foi descrito que as porfirinas estão a prevalecer, devido ao seu 

sistema eletrónico conjugado, um pré-requisito para a ativação da molécula de 

oxigénio [106, 107]. As porfirinas apresentam uma estrutura macrocíclica composta 

por quatro anéis de pirrol unidos por pontes metino (=CH‒), cujos carbonos, com 

hibridização sp2, são usualmente designados meso porfirínicos [107]. O macrociclo 

porfirínico apresenta-se como um sistema completamente conjugado, que obedece à 

regra de aromaticidade de Hückel (4n+2 electrões π, n = 1, 2, 3,…). Este sistema é 

constituído por ter 22 electrões π (n=5), dos quais 18 (n=4) se encontram 

deslocalizados e contribuem para a aromaticidade do macrociclo [107].  

A vitamina B12 e seus derivados também têm sido alvos de investigação na área 

da eletrocatálise [108, 109] visto que contém um centro de cobalto, que catalisa 

diversas reações metabólicas em sistemas vivos (ex. a vitamina B12 no seu estado 

reduzido estará envolvida em reações de transferência eletrónica do metil e hidreto 

em sistemas vivos). Vários complexos de cobalto foram sintetizados como compostos 

modelo equivalentes de vitamina B12, tais como, os dissulfuretos cobirinatos, e as suas 

reatividades básicas foram também investigados em vários sistemas in-vivo e in-vitro 

[108, 110] .  
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Cada vez mais tem-se vindo a investigar o desenvolvimento de novos 

catalisadores à base de nanomateriais, tendo em conta as suas características 

superficiais (tamanho, forma, área superficial, volume poroso) e propriedades 

condutoras, magnéticas, eletrónicas e óticas [111]. Nanopartículas de metais de 

transição (Fe, Co, Ni, Cu e Zn) e de óxidos de metais de transição (por exemplo, TiO2, 

ZrO2, CeO2, Fe2O3, Fe3O4, Mn3O4 CoO, Co3O4) [111] acopladas em superfícies metálicas, 

poderão influenciar positivamente o desempenho catalítico das superfícies 

modificadas [63]. 

Beneficiando-se da atividade eletrocatalítica das metaloporfirinas é ainda 

possível sintetizar novos catalisadores baseados na adsorção de metaloporfirinas em 

suportes de carbono [104]. Desta forma, é importante salientar que, a conjugação das 

características dos nanomateriais com as propriedades catalíticas das metaloporfirinas 

ou outros compostos organometálicos, cria uma sinergia que deverá aumentar 

significativamente o desempenho catalítico das superfícies para a reação de redução 

do oxigénio. 

 

1.4 Objetivos e estrutura da tese 
 

O objetivo central desta tese é o de desenvolver novas metodologias para criar 

plataformas sensíveis, estáveis e versáteis para serem usadas no desenvolvimento de 

biossensores eletroquímicos, imunossensores óticos e em eletrocatálise. Deste modo, 

pretende-se explorar diversos métodos de modificação de superfícies de ouro com 

base na química do enxofre. A figura 1.7 ilustra as principais modificações na superfície 

de ouro desenvolvidas ao longo desta tese.  

A formação in situ de ditiocarbamatos na presença de nanopartículas metálicas 

e semicondutoras, será estudada como uma alternativa simples – um só passo 

reacional -à deposição de monocamadas auto-montadas de tióis, para a imobilização 

de compostos simples (ex. aminoácido, contendo aminas, e de estruturas mais 

complexas, como enzimas (glucose oxidase e lacase) em superfícies de ouro (figura 1.7 

A e B). A preparação, caracterização e o desempenho destes elétrodos modificados 

como biossensores de glucose e de 2 são apresentados no capítulo 3.  
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Tendo em vista a combinação das propriedades catalíticas de compostos 

organometálicos e de nanopartículas semicondutoras de magnetite, avaliou-se a 

capacidade do CS2 co-adsorver nas nanopartículas, estabilizando-as e ligando-as 

fortemente à superfície de ouro. As propriedades catalíticas destes elétrodos para a 

reação de redução de oxigénio serão estudadas no capítulo 4 onde se comparará o seu 

desempenho com SAMs de ditiois (figura 1.7 C e D).  

Com o intuito de desenvolver novas interfaces imunossensoras com transdução 

ótica, que sejam, sensíveis, estáveis, biomiméticas, testaram-se duas novas 

abordagens simples (capítulo 5): i) formação in situ de ditiocarbamatos com proteína A 

e nanopartículas de ouro (figura 1.7 E), ii) deposição direta de bicamadas lipídicas 

suportadas em ouro (figura 1.7 F), às quais se podem ligar covalentemente anticorpos. 

O intuito será criar interfaces universais (sem marcação) que possam ser facilmente 

adaptáveis a fenómenos de bioreconhecimento de interesse. 

 

 

Figura 1.7 – Esquematização das várias modificações de superfície exploradas neste 

trabalho. 
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O objetivo central deste trabalho é o desenvolvimento de metodologias de 

modificação de superfícies de ouro para criar interfaces mais versáteis, eficientes e 

com potencial para serem usadas em biossensores e para eletrocatálise. Neste 

capítulo, descreve-se detalhadamente todos os passos dos procedimentos utilizados 

na modificação das superfícies de ouro, além de uma breve descrição dos princípios 

básicos das técnicas de caracterização usadas, bem como dos equipamentos, 

reagentes, elétrodos e células eletroquímicas utilizados neste trabalho.  

 

2.1  Reagentes e soluções  

 

Os reagentes mais utilizados na modificação das superfícies de ouro e na síntese 

das nanopartículas foram: dissulfureto de carbono (99 %, Acros Organics), epinefrina 

(95 %, Sigma–Aldrich), triptofano (98%, Sigma–Aldrich), dietilditiocarbamato de sódio 

(98 %, Riedel-de Häen), dibutilditiocarbamato de cádmio (98 %, Riedel-de Häen) e 

hexilmetilditiocarbamato de zinco (98 %, Riedel-de Häen), ácido cloroáurico 

dihidratado (99 %, Alfa Aesar), hexacloroplatinato(IV) de potássio (99 %, BDH 

Chemicals), citrato de sódio (99 % Alfa Aesar), 1,6-Hexanoditiol (≥ 97 % Alfa Aesar),  

hidróxido de sódio (≥ 98 %, Sigma-Aldrich), cloreto de ferro (III) (97 %, Sigma-Aldrich), 

sulfato de ferro (II) (≥ 99% Merck), nitrato de ferro (III) (99%, Sigma-Aldrich) e cloreto 

de manganês (II) (99%, Riedel-de-Haën, amónia (≥25%, Scharlau), cloreto de sódio 

(≥99.5% Sigma-Aldrich), ácido sulfúrico (≥ 96% Pancreac), ácido clorídrico (37 %, 

Merck) e etanol absoluto (≥ 99%, Sigma-Aldrich).  

 

Para o estudo da atividade catalítica dos elétrodos modificados foram usados dois 

enzimas, Glucose Oxidase proveniente de Aspergillus niger (GOx) (EC 1.1.3.4 tipo X–S, 

em forma de pó liofilizado, 100,000–250,000 unidades/g, Sigma–Aldrich) e Lacase 

proveniente de Trametes versicolor (EC 1.10.3.2  0,92  unidades/mg, Sigma-Aldrich) e 

os seguintes substratos D(+)glucose (≥ 99.5%, Sigma-Aldrich) e ácido 2,2’-azino-bis (3-

etilbenzotiazolina-6-sulfónico) (ABTS, 548,7 g/mol; ≥ 98% Sigma Chemical), 

respetivamente. Nos ensaios com a glucose oxidase usaram dois mediadores redox, os 

ácidos ferrocenomonocarboxílico e ferrocenodicarboxilico (FMCA 97%, FDCA 96%, 

respetivamente, Sigma–Aldrich). A solução de glucose foi previamente preparada em 

http://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=1.10.3.2&interface=Enzyme%20Commission%20%28EC%29%20Number&N=0&mode=partialmax&lang=pt&region=PT&focus=product
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solução tampão fosfato (pH 7.4) permanecendo a 4C, durante 24 h, para permitir a 

mutarrotação, para que, em solução, exista um equilíbrio entre os compostos 

anómeros cíclicos alfa e beta.  

 

Nos estudos de eletrocatálise foram utilizados dois tipos de metaloporfirinas, a 

porfirina de cobalto (II) (CoP) (figura 2.1a), que foi sintetizada pelo grupo do Professor 

F.-P. Montforts, Universidade de Bremen, de acordo com o procedimento descrito na 

literatura [1, 2] e a deuteroporfirina de ferro (III) (FeP, Fe(III) deuteroporphyrin IX 

chloride) (figura 2.1b), que foi adquirida à Cymitquimica. O derivado da vitamina B12 

(B12C10SSC10CH3) (figura 2.1c) usado foi sintetizado pelo Professor R. Keese, 

Universidade de Bern, e seus colaboradores, de acordo com o procedimento reportado 

[3]. 

 

 

Figura 2.1 – Estruturas das porfirinas de Co e Fe e do derivado da vitamina B12 

utilizados na modificação das superfícies de ouro para eletrocatálise. 
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Para a formação das bicamadas lipídicas em ouro foi utilizado o 1,2-Dipalmitoil-sn-

Glicero-3-fosfocolina (DPPC, > 99% Alabaster, AL) e o Colesterol (> 99%), adquiridos à 

Avanti Polar Lipids. As estruturas do DPPC e colesterol são apresentadas na figura 2.2. 

 O ácido 11-mercaptoundecanóico (> 95%, MUA), o 1-decanotiol (> 96%), o N-

hidroxisuccinimida (> 98%, NHS), o hidrocloreto de N-(3-dimetilaminopropilo)-N'-

etilcarbodiimida (> 98%, EDC) também envolvidos na preparação de plataformas 

imunossensoras foram adquiridos à Sigma-Aldrich.  

 

 

 

Figura 2.2 – Representação esquemática da estrutura dos lipídos usados na preparação 

da interface para a reação de bioreconhecimento.  

 

 

A Imunoglobulina G humana (IgG) e o Anti-IgG, produzido a partir da cabra, são 

policonais (Heavy  + Light, whole molecule), ambos têm um peso molecular entre 150 -

160 kDa e foram adquiridos à Sigma-Aldrich. A albumina de soro de bovino (bovine 

serum albumin, BSA, > 98%) e o tampão com um agente bloqueador à base de caseína 

(Casein blocking buffer (BB) também foram comprados à Sigma-Aldrich. 

 

Os tampões utilizados neste trabalho foram preparados seguindo os 

procedimentos abaixo descritos: 

-Tampão fosfato salino (phosphate buffer saline, PBS): 8.0 mM Na2HPO4 (Merck); 1.14 

mM KH2PO4 (Merck); 138 mM NaCl (Merck) e 2.7 mM KCl (Merck) - pH 7.4; 

-Tampão citrato-fosfato: 0.1 M C6H8O7·H2O (Sigma-Aldrich) e 0.2 M Na2HPO4 (Merck) - 

pH 4.6; 

-Tampão Hepes: 10 mM Hepes (Sigma-Aldrich). Só foi adicionado 3 mM CaCl2 ao 

tampão nas experiências de deposição de lípidos no ouro previamente modificado com 

MUA - pH 7.4; 
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-Tampões fosfato salino (phosphate buffer saline, PBS, 0.01 M,) com adição de Tween 

20 (0.05 %) (PBST) foram adquiridos à Sigma-Aldrich - pH 7.4 

 

 Todos os reagentes foram usados sem purificação prévia. Todas as soluções foram 

preparadas com água milli-Q purificada por um sistema mili-Q A10 com resistividade 

de 18.2 M cm. 

 

2.2  Síntese de nanopartículas 

Neste trabalho foram sintetizadas nanopartículas de ouro e de platina. As 

nanopartículas de óxido de ferro do tipo Fe3O4 e MnFe2O4 foram sintetizadas no grupo 

de Química do Estado sólido, pela Professora Maria de Deus Carvalho, da Faculdade de 

Ciências, Universidade de Lisboa.  

Os detalhes experimentais sobre as sínteses são descritos de seguida: 

 

a) Nanopartículas de ouro (AuNPs) (diâmetros médios de 20 e 40 nm) 

 

A uma solução de HAuCl4 (2.40 × 10-4 M) em ebulição (~ 100 C), sob agitação 

forte, foi adicionado 1.60 × 10-3 M (ou 0.65 × 10-3 M) de citrato de sódio. Após alguns 

minutos o aquecimento foi desligado, mantendo a agitação durante 30 min. A mistura 

mudou de cor com a adição do citrato de sódio entre cinza, púrpura e vermelho. As 

suspensões coloidais foram armazenadas ao abrigo da luz, no frigorífico (4C). Este 

procedimento é designado por método de Turkevich [4, 5]. A menor concentração de 

citrato de sódio leva à formação de nanopartículas de maiores dimensões (~ 40 nm). 

 

b) Nanopartículas de ouro (AuNPs) e platina (PtNPs) (diâmetro médio de 5 e 3 

nm, respetivamente). 

 

A 20 mL de uma solução 1.25 x 10-4 M de HAuCl4 e 2.50 x 10-4 M de citrato de 

sódio, à temperatura ambiente, foram adicionados 0.3 mL de uma solução 1.50 x 10-4 

M de NaBH4 (arrefecida em gelo e imediatamente após preparação), sob forte 

agitação. A agitação da solução foi reduzida após 30-60 s e mantida durante cerca de 
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15 min, a 40-45 C para eliminação do excesso de NaBH4. Na preparação de 

nanopartículas de Pt usando o K2PtCl6 foi utilizado um procedimento semelhante. Este 

método de síntese por redução por borohidreto à temperatura ambiente é o método 

Solla-Gullón, em meio aquoso [6, 7]. 

 

A redução do HAuCl4 por citrato de sódio conduz à formação de partículas de 

maiores dimensões (Ø ≥ 16 nm) [4, 5] do que as obtidas usando o borohidreto de sódio 

[6, 8] (Ø < 10 nm). Nestas amostras o ião citrato adsorve-se na superfície das AuNPs, 

estabilizando-as, prevenindo a sua agregação e conferindo-lhes uma carga negativa. 

 

c) Nanopartículas semicondutoras de óxido de ferro (Fe3O4NPs - diâmetros 

médios de 20 e 40 nm; MnFe2O4NPs com aproximadamente 20 nm)  

 

As nanopartículas Fe3O4 utilizadas neste trabalho foram sintetizadas pelo método 

de precipitação, no grupo de Química do Estado Sólido e de acordo com o descrito na 

literatura [9]. Resumidamente, foram dissolvidas quantidades estequiométricas de 

FeSO4.7H2O e FeCl3.6H2O em HCl, em atmosfera de azoto, para evitar a oxidação dos 

iões de ferro. De seguida foi adicionado NH4OH para precipitar as Fe3O4NPs. O produto 

foi depois transferido para uma autoclave e mantido a uma temperatura de 200C 

durante 3 ou 24 h, dependendo do tamanho médio (20 ou 40 nm, respetivamente). O 

precipitado foi separado por filtração magnética, utilizando um magnete permanente, 

e lavado com água destilada até a solução atingir um valor de pH = 7. O precipitado 

resultante foi seco a uma temperatura de 60C. 

As nanopartículas de MnFe2O4 foram sintetizadas pelo método de precipitação, 

semelhante ao utilizado para as Fe3O4NPs mas com a adição de nitrato de ferro (III) e 

cloreto de manganês (II)) e um tratamento hidrotérmico (em autoclave durante 6 

horas) a uma temperatura de 150C.  
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2.3  Métodos de modificação de superfícies de ouro 

2.3.1 Formação in situ de ditiocarbamatos em ouro na presença 

nanopartículas 

 

Existem várias metodologias para a formação in situ de ditiocarbamatos, que 

têm sido exploradas pelo grupo e que inicialmente se basearam em três métodos: i) 

reação num só passo entre o CS2 e a amina na presença da superfície de ouro; ii) 

formação de uma SAM de CS2 no ouro e subsequente reação com a amina; iii) reação 

entre o CS2 e a amina e posterior contato com a superfície de ouro. Verificou-se [10] 

que a metodologia que apresentou melhores resultados é a que ocorre num só passo: 

imobilização do CS2 (0.1 M) e da amina (0.1 M) na superfície do ouro, com tempo de 

adsorção de 16 h, em etanol, a uma temperatura ambiente de ≈ 22C. No caso de se 

pretender imobilizar compostos biológicos utilizam-se soluções aquosas tamponadas e 

a reação ocorreu a 4C durante 16h. 

Com o intuito de aumentar a quantidade de (bio)moléculas imobilizadas 

covalentemente neste tipo de substratos recorreu-se ao uso de nanopartículas.  

Na primeira parte do trabalho, foram introduzidas nanopartículas de ouro 

(AuNPs 20 nm, 4 nM) na reação entre o CS2 (1 mM) e compostos eletroativos contendo 

grupos aminas (epinefrina, triptofano (0.1 M)) incluindo a glucose oxidase e a lacase (1 

mg/ml), em soluções orgânicas ou aquosas. Testaram-se ainda outras nanopartículas 

metálicas (Au -5 nm e Pt - 3 nm) e nanopartículas de Fe3O4 (3 mg/mL; diâmetros 

médios de 20 e 40 nm).  

A formação in situ de ditiocarbamatos, foi também estendida aos 

imunossensores [11], fazendo-se reagir o CS2 e a proteína A, na presença de AuNPs (20 

nm). A proteína A é conhecida por apresentar uma grande especificidade para a região 

Fc do IgG. O IgG imobilizado irá detetar o antigénio, Anti-IgG.  

O esquema da figura 2.3 ilustra a metodologia de funcionalização de superfícies 

de ouro, através da formação de grupos ditiocarbamatos, e na presença de 

nanopartículas. O CS2 apresenta um papel fundamental neste tipo de metodologias 

pois espera-se que para além de reagir com as aminas para formar ditiocarbamatos, na 

presença de nanopartículas consiga-as ligar fortemente às superfícies de ouro. 
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As superfícies de ouro preparadas foram posteriormente caraterizadas por 

técnicas eletroquímicas (voltametria cíclica, cronoamperometria), microscopia de força 

atómica, espectroscopia fotoeletrónica de raios-X, ressonância de plasmão de 

superfície, elipsometria convencional e elipsometria de imagem em modo reflexão 

interna total. 

 

Figura 2.3 – Esquema ilustrativo da metodologia usada para a funcionalização 

de superfícies de ouro com CS2, nanopartículas (NP) (Au, Pt ou Fe3O4NPs), compostos 

contendo grupos amina (epinefrina/triptofano/glucose oxidase/lacase), durante 16 h, 

em meio orgânico (etanol) e aquoso. 

 

A funcionalização das nanopartículas em suspensão coloidal: 

i) 250 µL da suspensão coloidal de AuNPs de 20 nm (4 nM) reagiram durante 2 

h com 3.75 µL de CS2 (0.25 mM) e 7.5 µl epinefrina/triptofano (0.50 mM) ou de 1000 

µL GOx (0.1 mg/mL) que foram previamente preparados em etanol ou tampão fosfato. 

As suspensões foram analisadas por espectroscopia de UV-visível e AFM: a solução de 

reação foi centrifugada, várias vezes, a 10000 rpm durante 20 min; os pellets foram 

imediatamente dispersos em água milli-Q até ao seu volume original e centrifugados 

novamente, sendo este procedimento repetido até que o espectro de UV-vis do 

sobrenadante não exibir qualquer banda de absorção de composto;  

ii) 250 µl das suspensões aquosas de Fe3O4NPs foram colocadas em contato (2 

horas) com 3.75 µL de CS2 (0.25 mM) e  7.5 µl de Hexilmetilamina (0.50 mM) 

preparadas em meio aquoso. Após este tempo, utilizando um magnete, as soluções 

foram “lavadas” com água milli-Q, num total de cinco vezes, de modo a assegurar que 

apenas os compostos que estão ligados às nanopartículas permanecem, enquanto os 

restantes foram removidos no processo de lavagem. 
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A suspensão aquosa de Fe3O4NPs foi preparada através da adição de 3 mg de 

Fe3O4 em pó a uma solução de tampão fosfato (500 µL) seguindo-se de sonificação 

durante 15 min.  

 

2.3.2 Imobilização de nanopartículas funcionalizadas com moléculas catalíticas  

  

Com o objetivo de desenvolver novos materiais de elétrodo catalíticos para a 

ORR, foi explorada uma nova via de imobilização de nanopartículas modificadas em 

ouro, com compostos que possuem um macrociclo tetrapirrólico (porfirinas de Co e 

Fe) e com um macrociclo com um centro cobirinato (derivado da vitamina B12, 

B12C10SSC10), utilizando o CS2 como “ponte”, como ilustrado no esquema da figura 2.4. 

Foram utilizadas nanopartículas metálicas (Au e Pt) e de óxidos metálicos (Fe3O4 e 

MnFe2O4 NPs).  

Os procedimentos de modificação de superfícies de ouro foram os seguintes:  

i) Au (111) /CS2/NPs: imersão do elétrodo de Au (111) durante 16h numa 

solução de 500 µL das NPs e em 1mL de CS2 em etanol (1.5 mM);  

ii) Au (111) ou Au policristalino/CS2/NPs/porfirina (ou derivado da vitamina B12): 

500 L das NPs foram adicionados a 1 mL do composto organometálico em etanol (1 

mM) durante 2 min sob sonificação, seguindo-se a adição de 15 L de CS2 em etanol 

(0.1 M) e imersão do elétrodo de Au, durante 16h;  

iii) Au (111) /porfirina (ou derivado da vitamina B12): o Au foi imerso em 1 mM 

do composto organometálico previamente dissolvido em etanol, durante 16 h;  

iv) Au (111)/1,6- hexanoditiol/NPs/porfirina: formação da SAM de 1,6-

hexanoditiol (1 mM, em etanol) durante 15 min na superfície de ouro; de seguida o 

elétrodo modificado foi lavado exaustivamente com água e etanol e colocado em 

contato com uma solução aquosa consistindo em 500 µL de NPs e de 1 mL da solução 

de porfirina (1 mM) previamente preparado em etanol. 

 

 O tempo de reação entre as NPs e os compostos organometálicos, antes de se 

colocar em contato com CS2 e Au, foi investigado durante 120 min, não se registando 

diferenças significativas após 2 min.  
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Após o tempo de modificação (16 h), os elétrodos foram cuidadosamente 

lavados com etanol e água milli-Q, a fim de remover as moléculas que não ficaram 

fortemente adsorvidas, e secos sob um fluxo constante de azoto. 

Os elétrodos modificados foram caraterizados por técnicas eletroquímicas e 

por microscopia de força atómica. 

 

 

 

Figura 2.4 – Esquema ilustrativo da metodologia usada para a funcionalização 

de superfícies de ouro envolvendo o CS2, nanopartículas, (Au, Pt, Fe3O4) e a 

metaloporfirina (ou um derivado da vitamina B12). 

 

 

Em suspensão coloidal, a funcionalização das nanopartículas decorreu 

conforme os procedimentos descritos em baixo e a respetiva caracterização foi 

realizada por espectroscopia de UV-visível: 

i) 250 µL das AuNPs (20 nm) em suspensão coloidal foram misturados com 1.25 

mL metaloporfirina (0.66 mM) previamente dissolvida em etanol. Após 2 min, a 

solução foi centrifugada, várias vezes, a 10000 rpm durante 20 min e o sobrenadante 

resultante de cada centrifugação foi removido e analisado por espectroscopia UV - vis. 

Os pellets foram imediatamente dispersos em água milli-Q até ao seu volume original e 

centrifugados novamente até que o espectro de UV-vis do sobrenadante não exibir 

qualquer banda de absorção de metaloporfirina;  

ii) 250 µl das suspensões aquosas de Fe3O4NPs (20 e 40 nm) foram colocadas 

em contato com 1.25 mL de metaloporfirina (0.66 mM), previamente dissolvidas em 

etanol, durante 2 min. Após este tempo, e utilizando um magnete, as soluções foram 

“lavadas” com água milli-Q, num total de cinco vezes, de modo a assegurar que apenas 
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as espécies fortemente ligadas às nanopartículas estavam presentes, enquanto os 

compostos restantes foram removidos no processo de lavagem. 

 

 2.3.3 Formação de bicamadas lipídicas   

 

Com o intuito de criar um ambiente biomimético mais apropriado para os 

eventos de bio-reconhecimento que ocorram nos imunossensores foram testados dois 

procedimentos diferentes de modificação de superfícies de ouro envolvendo a 

formação de bicamadas lipídicas suportadas em Au (figura 2.5). Um consiste na 

formação de uma SAM de ácido 11-mercaptoundecanóico na superfície do elétrodo 

antes da deposição do lípido e no outro, as vesículas preparadas já contém uma 

percentagem de um alcanotiol (1-decanotiol) sendo posteriormente depositadas no 

ouro. 

 

Figura 2.5 – ilustração de dois procedimentos testados para a funcionalização de 

superfícies de ouro com base na deposição de bicamadas lipídicas.  

 

i) Modificação de Au (111) com SAMs de ácido mercaptoundecanóico e 

decanotiol 

A formação de monocamadas puras destes dois compostos foi efetuada por 

imersão de elétrodos de ouro numa solução com 1mM de cada composto em etanol 

durante 18 h. Após este tempo de incubação os elétrodos foram lavados 
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abundantemente com água milli-Q e etanol para remover as moléculas que não estão 

ligadas à superfície do elétrodo. 

 

ii) Formação de bicamadas lipídicas suportadas de DPPC/colesterol (70:30 

mol %) numa superfície de ouro previamente modificada com uma monocamada de 

MUA.  

 

Preparação e deposição de vesículas unilamelares grandes (larger unillamelar 

vesicles, LUVs): 

 

Inicialmente, prepararam-se soluções de lípidos em clorofórmio espetroscópico. 

Retirou-se, para um tubo eppendorf, o volume desejado de cada solução para preparar 

os lipossomas constituídos por um ou mais lípidos. O solvente foi evaporado sob um 

fluxo suave de azoto, seguido de secagem sob vácuo 16 h. Os lípidos foram hidratados 

para uma concentração final de 1 mM com o tampão Hepes (10 mM, com 150 mM 

NaCl), encontrando-se o tampão a uma temperatura superior à temperatura de 

transição (Tm) dos lípidos (por exemplo, para o DPPC é de 41C). Em seguida a solução 

foi submetida a agitação num vórtex e a 3 – 5 ciclos de congelamento (em azoto 

líquido) – descongelamento a T > Tm [12]. Para a deposição em ouro, a amostra foi 

extrusada a 60C com um extrusor (Avanti Polar Lipids) contendo filtros cujo diâmetro 

do poro é de 400 nm, obtendo-se uma suspensão de LUV’s. Neste tipo de 

procedimentos, a utilização de um tampão contendo cálcio é importante, na medida 

em que este ião favorece a interação entre os lípidos e a superfície modificada [13, 

14]. 

  

Da solução extrusada retiraram-se 150 μL que foram depositados sobre superfícies de 

ouro, com ou sem modificação, por um período de 1h numa estufa a ~ 60  C. Durante 

este período, as vesículas adsorvem à superfície do substrato, fundem-se e sofrem a 

rutura formando uma bicamada como esquematizado na figura 2.6. 

Após este período, as amostras foram retiradas da estufa e colocadas à 

temperatura ambiente, seguindo-se um período de incubação de mais de 1 h. Para 
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remover as vesículas que não se fundiram, a superfície de ouro foi lavada com tampão 

Hepes. 

 

 

Figura 2.6 – Esquema ilustrativo da adsorção, fusão e rutura de vesículas na superfície 

de ouro. 

 

iii) Preparação de bicamadas lipídicas suportadas em Au de 

DPPC/colesterol/decanotiol (65:30:5 mol %) 

 

  À solução stock de 1-decanotiol em etanol foi retirado o volume necessário 

para obter uma concentração final de 1mM, que foi adicionado ao DPPC e ao 

colesterol. Todos os compostos foram secos em conjunto. O procedimento 

subsequente para preparar as LUV com o tiol foi idêntico ao descrito anteriormente. 

 

iv) Ativação da superfície de ouro modificada com a bicamada lipídica 

DPPC/Colesterol/decanotiol (65:30:5 mol %) 

 

Após a formação da bicamada lipídica sobre a superfície de ouro e com o intuito de 

de imobilizar covalentemente o anticorpo para o evento de bioreconhecimento, o 

substrato foi submerso em 0.2 M EDC e 0.05 M de NHS durante 1 h, com o objetivo de 

ativar os grupos fosfatos dos DPPC’s [15]. Após este período, o substrato foi lavado 

com tampão Hepes. 

 As reações de reconhecimento biológico foram realizadas por ressonância de 

plasmão de superfície, elipsometria convencional, elipsometria de imagem, 



Capítulo 2 – Metodologias experimentais e técnicas de caraterização 

 

43 

 

elipsometria de imagem em modo de reflexão interna total e microscopia de força 

atómica.  

 

2.4  Caraterização de suspensões coloidais e superfícies modificadas  

 

2.4.1 Morfologia, distribuição de tamanhos e caraterísticas óticas no UV-

visível das nanopartículas em suspensão coloidal (TEM, XDR, UV-vis) 

A microscopia eletrónica de transmissão (TEM) foi utilizada na caraterização 

morfológica e distribuição de tamanho de partícula nas suspensões coloidais de 

nanopartículas de Au, Pt e Fe3O4. Esta técnica permite analisar o tamanho, forma e 

estrutura cristalina que constituem a amostra e dependendo do sistema, até à escala 

dos diâmetros atómicos, incluindo o arranjo atómico (organização e defeitos) na gama 

de poucos nanómetros. Com base na imagem real executada pelo feixe eletrónico 

transmitido é possível a observação das amostras. Assim, as zonas escuras (mais 

espessas ou mais densas) e claras (mais finas ou menos densas) da imagem obtida 

correspondem a partes da amostra através das quais foram transmitidos maior e 

menor quantidade de eletrões, respetivamente. Os eletrões transmitidos, defletidos 

do seu percurso original por átomos da amostra sem perda de energia, obedecem à lei 

de Bragg e portanto são difratados de acordo com:  = 2d senθ.  

Neste trabalho, as amostras para análise por TEM foram preparadas colocando 

uma ou várias gotas da amostra sobre uma rede de cobre recoberta por um polímero 

(formvar), deixando-se evaporar.  

 

Equipamento: Hitachi H8100 Electron Microscope acoplado com um espectrómetro de 

raios-x de dispersão de energias operando a uma voltagem de aceleração de 200 kV, 

localizado no ICEMS do Instituto Superior Técnico. 

 

As nanopartículas de Fe3O4 “em pó” foram caracterizadas por difração de raios-

 X (XRD) [40] de modo a analisar a estrutura cristalina e a pureza deste tipo de 

nanopartículas. Os parâmetros de célula foram calculados usando o programa FullProf 

[16] e, o tamanho médio da cristalite (<D>) foi estimado através da equação de Debye-
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Scherrer, assumindo a forma esférica das nanopartículas e um comprimento de onda 

de 1,5406 Å, que corresponde ao comprimento de onda da âmpola de raios-X usado, 

que neste caso é uma âmpola de Cu.  

A difração de raios-X (XRD) é uma técnica analítica não-destrutiva e pode ser 

usada para caracterizar os materiais cristalinos, determinando a sua estrutura (por ex. 

o tipo de empacotamento no estado cristalino, tamanho e forma da célula unitária), 

por comparação dos parâmetros obtidos com os das fichas publicadas pelo JCPDS-ICDD 

(Joint Committee on Powder Diffraction Standards, International Centre for Diffraction 

Data).  

 

Equipamento: Phillips Analytical PW 3050/60 X’Pert PRO, com varrimento entre os 

valores de 2θ de 30 a 80o, com passo de 0,010o e tempo por passo de 5,000 s. O 

controlo do difractómetro e a aquisição de dados foi efetuada automaticamente 

através de um computado acoplado ao equipamento e do software Phillips PC – APD 

versão 3.5B. Os espectros obtidos foram adquiridos e analisados pela Professora Maria 

de Deus Carvalho e seus colaboradores. 

 

As nanopartículas de Au e de Fe3O4 também foram caracterizadas por 

espectrofotometria de UV-visível antes e após modificação com os compostos de 

interesse, em suspensão coloidal.  

As AuNPs apresentam uma particularidade ótica muito importante, 

relativamente a outro tipo de nanopartículas. Estes nanomateriais apresentam bandas 

de absorção na região do UV - visível que correspondem a oscilações coletivas dos 

eletrões na banda de condução das partículas em ressonância com a onda 

eletromagnética da luz. Este fenómeno ótico é designado de ressonância de plasmão 

de superfície [17-19] (figura 2.7a). O espectro de absorção obtido nesta região do UV-

visível para a suspensão coloidal de nanopartículas metálicas (por exemplo, AuNPs 

com 20 nm) (figura 2.7b) é afetado por vários fatores, tais como o tamanho e a forma 

das partículas, pois estes influenciam a posição e a intensidade da banda de absorção, 

mas também o solvente usado e a presença de estabilizadores [20, 21]. 
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Figura 2.7 - Representação esquemática da oscilação coletiva dos eletrões livres numa 

nanopartícula metálica sob o efeito da onda eletromagnética da luz (adaptado de [22]) 

e do espetro de absorção característico de nanopartículas de ouro [23]. 

 

O fenómeno de absorção de radiação UV-visível também ocorre em compostos 

cuja estrutura apresenta grupos funcionais com ligações covalentes insaturadas e/ou 

eletrões não-ligantes resultantes da presença de heteroátomos (e.g., azoto e oxigénio), 

como é o caso das metaloporfirinas. Estes grupos funcionais absorvem energia na zona 

UV-visível, promovendo a transição de eletrões de um estado eletrónico de baixa 

energia (estado fundamental) para um estado de maior energia (estado excitado). 

Estas transições ocorrem preferencialmente de uma orbital molecular ocupada de 

maior energia (HOMO) para uma orbital desocupada de menor energia (LUMO) [24]. 

Por este motivo, as metaloporfirinas, que são sistemas aromáticos altamente 

conjugados, apresentam um espetro de absorção caraterizado por transições π⟶π*, 

interpretadas com base no modelo das “quatro-orbitais” (2 orbitais π HOMO e 2 

orbitais π* LUMO) [24, 25]. Tendo em conta este tipo de transições eletrónicas, o 

espetro de absorção das metaloporfirinas apresenta uma banda de grande intensidade 

entre os 400–420 nm, designada a banda Soret ou banda B, correspondente à 

transição (S0⟶S2) permitida pelas regras de simetria, e quatro bandas de menor 

intensidade entre os 500‒700 nm, as bandas-Q, correspondentes a transições (S0⟶S1) 

proibidas pelas regras de simetria. A intensidade destas bandas-Q é variável e está 

diretamente relacionada com o tipo e a posição dos grupos substituintes do 

macrociclo, os quais podem estabilizar ou destabilizar as orbitais HOMO e LUMO do 

anel porfirínico [25]. 



Capítulo 2 - Metodologias experimentais e técnicas de caraterização 

 

46 

 

Foi ainda possível seguir por espectroscopia de UV-visível, como reportado pelo 

Wei e colaboradores [26], a formação de grupos de ditiocarbamatos através do 

aparecimento de duas bandas a 260 e 290 nm localizadas na região do UV. 

 

Equipamento: UV-2600, Shimadzu. 

 

As nanopartículas de ouro estabilizadas por iões citrato e de óxido de ferro 

foram também analisadas por microscopia de força atómica (AFM). As amostras foram 

preparadas através da colocação de uma gota (50 µL) da suspensão coloidal numa 

superfície de mica previamente limpa por clivagem numa direção paralela às faces do 

cristal. Após aproximadamente 15 min., estas foram secas com fluxo de N2. A descrição 

da técnica é exibida de seguida. 

  

2.4.2. Análise topográfica e estrutural das superfícies de ouro modificadas 

(AFM, XPS) 

 

A caracterização morfológica das superfícies de Au foi realizada por 

microscopia de força atómica (atomic force microscopy, AFM), em condições 

ambientais. 

O fator comum em todas as técnicas de microscopia de varrimento de sonda é 

o uso de uma ponta muito afiada, que geralmente é feita de silício ou nitreto de silício, 

montada na extremidade de um cantilever (braço flexível). A ponta interage 

diretamente com a superfície e analisa as forças repulsivas e atrativas que existem 

entre a ponta e a amostra. À medida que a ponta percorre a superfície e varre uma 

área, as interações entre a ponta e a amostra provocam deflexões no cantilever (que 

podem ir até à escalda picométrica), que vão sendo monitorizadas através de um laser 

que incide sobre a parte superior do cantilever e será refletido para um fotodetetor, 

geralmente composto por quatro fotodíodos, produzindo uma imagem topográfica de 

alta resolução (figura 2.8) [27]. A amostra pode ser montada diretamente no scanner 

ou o conjunto ponta-cantilever ser montado no scanner encontrando-se acima da 

amostra. Os materiais do scanner são piezoeléctricos e caracterizam-se por sofrerem 

uma deformação das suas dimensões em reposta à aplicação de um campo elétrico. Se 
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as voltagens aplicadas forem perfeitamente controladas, podem ser efetuados 

movimentos extremamente precisos em x, y e z [28]. 

 

 

Figura 2.8 – Esquema ilustrativo de um microscópico de força atómica, adaptado de 

[29]. 

 

Um microscópio de força atómica pode funcionar em diferentes modos 

operativos, que devem ser escolhidos consoante o tipo de amostra (dependendo da 

topografia, do material, etc.) e a informação que se pretende obter (topográfica, de 

fase, curvas de força-distância, etc). Os três modos mais comuns são o modo contacto, 

não-contacto e intermitente (tapping).  

Considerando o tipo amostra analisado e a informação que se pretendeu obter, 

apenas se irá descrever o modo contacto intermitente ou tapping pois foi o utilizado 

neste trabalho, pois além de ser muito versátil é adequado ao estudo de várias 

interfaces, nomeadamente com biomoléculas. Neste modo operativo a ponta oscila a 

uma frequência próxima da sua frequência de ressonância, aproximando-se da 

amostra ocorrendo o contacto, que leva a uma diminuição da amplitude de oscilação 

da ponta. A amplitude de oscilação da ponta é mantida constante usando um ciclo de 

retroação de forma a elevar ou baixar a amostra. Este modo oferece a possibilidade de 

fornecer informação adicional à topográfica, através das variações de fase da oscilação 
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da ponta, que ocorrem devido à presença de materiais com propriedades distintas, tais 

como dureza e viscoelasticidade [27, 28]. 

 Esta técnica microscópica foi crucial neste trabalho para avaliar cada passo de 

modificação da superfície de ouro, e em particular na presença das nanopartículas, 

permitindo avaliar a sua distribuição/dispersão na superfície do ouro. O AFM fornece 

ainda um contributo muito importante no estudo das bicamadas lipídicas suportadas 

em ouro, avaliando a separação de fase e a espessura dos domínios lipídicos formados. 

 

Equipamento: Multimode Nanoscope IIIa (Digital Instruments, Veeco). 

As imagens foram obtidas em modo contacto intermitente (tapping) com pontas de 

silício (Si) (TESP, frequência de oscilação ~300 kHz), a uma velocidade de aquisição de 

~ 1.7 Hz. 

 

Para a caraterização estrutural dos compostos químicos adsorvidos nos 

elétrodos Au recorreu-se à espectroscopia fotoeletrónica de raios-X (X-ray 

Photoelectron Spectroscopy, XPS). Esta técnica permite, com clareza, caracterizar a 

composição química dos compostos adsorvidos na superfície do elétrodo, através da 

identificação das bandas ionização (tais como, S2p, C1s, N1s) dos elementos químicos 

presentes na superfície do ouro (S, C, N). O estudo de superfícies por XPS baseia-se na 

análise do espectro de emissão de eletrões, que contém picos com energias 

características em resultado de dois processos físicos fundamentais, emissão de 

eletrões por efeito fotoelétrico e a emissão de eletrões Auger. Esta técnica apresenta 

uma elevada sensibilidade à composição química da superfície devido aos eletrões 

com energias até cerca de 2 keV. 

 

Equipamento. Microlab 310 F (Thermo Electron-former VG Scientific), com um ânodo 

de Mg (monocromado), um analisador hemisférico concêntrico e foi operado sob 

pressões mais baixas que 5 x 10-9 mbar, utilizando uma radiação Al (monocromador). 

Os espectros foram obtidos em modo CAE (30 eV) e com uma tensão de aceleração de 

15 kV. A quantificação de cada pico foi determinada após ajustamento obtido pela 
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função do produto Gaussian – Lorentzian e o algoritmo foi baseado na optimização 

Simplex (Software Avantage). 

As análises aos elétrodos modificados foram realizadas em colaboração com a 

professora Maria de Fátima Montemor do ICEMS do Instituto Superior Técnico. 

 

2.4.3 Estudos eletroquímicos (voltametria cíclica e cronoamperometria) 

 

A realização de estudos eletroquímicos, particularmente de voltametria cíclica, 

pode contribuir significativamente para responder a uma série de questões sobre 

elétrodos modificados: natureza química das especies adsorvidas, a sua estabilidade, 

empacotamento, organização, etc.  

O aparecimento de picos anódicos ou catódicos num voltamograma cíclico, 

como exemplificado na figura 2.9, indica a oxidação e redução de espécies à superfície 

do elétrodo de trabalho, sendo associável uma corrente de pico anódica (ip
red) e 

catódica (ip
ox), e um potencial de pico anódico (Ep

red) e catódico (Ep
ox) [30].  

É possível deduzir se a espécie em estudo está adsorvida numa superfície ou 

em solução, uma vez que o comportamento voltamétrico é muito distinto. Esta 

diferença pode ser explicada tendo em conta que a componente da corrente devido à 

transferência de massa (i.e. difusão das espécies eletroativas) é nula quando estas 

espécies estão adsorvidas na superfície do elétrodo. Quando a transferência eletrónica 

da espécie adsorvida é reversível obtém-se um voltamograma cíclico com picos 

simétricos, relativos aos processos de oxidação e redução (figura 2.9a), devido à 

quantidade fixa de reagente adsorvido na superfície. A corrente sobe de  0 para o seu 

máximo e cai para perto de 0, após o pico, indicando que o reagente é totalmente 

consumido. 
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Figura 2.9 – a) Voltamograma cíclico correspondente a, a) um processo redox 

reversível de uma espécie adsorvida à superfície do elétrodo; b) desadsorção redutiva 

de espécies não eletroativas de uma monocamada imobilizadas na superfície do 

elétrodo. 

 

No caso das espécies redox estarem adsorvidas no elétrodo de trabalho, prevê-

se a linearidade entre a densidade de corrente de pico (jp) e a velocidade de 

varrimento (ν) [30]: 

𝑗𝑝 =
𝑛2𝐹2𝐴𝛤

4𝑅𝑇
𝜈 (eq. 1) 

Onde, 𝒋𝒑 , é a densidade de corrente de pico em A·cm-2; 𝒏, é o número de eletrões 

envolvidos; 𝑭, é a constante de Faraday (96485 C mol-1); 𝑹 , é a constante dos gases 

perfeitos (8.3144 J K-1 mol-1); 𝑻, é a temperatura em K (20°C = 293.25 K); 𝜞, é o 

recobrimento superficial em mol cm-2, A, área geométrica do elétrodo de ouro (cm2) e 

ν a velocidade de varrimentos (Vs-1). 

 

A carga Q, envolvida nos processos faradaicos, obtida por integração da corrente, 

permite estimar o valor de recobrimento superficial, 𝜞, através da equação seguinte, 

 

𝛤 =
𝑄

𝑛𝐹𝐴
  (eq. 2) 
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Desta expressão podemos então obter a cobertura de superfície, que é calculada 

através da integração da área do pico (processos de oxidação ou redução) após ter 

sido definida uma linha de base (figura 2.9) de forma a limitar a área correspondente 

ao processo redox que ocorre a uma dada velocidade de varrimento, ou seja, a carga 

elétrica (Q), tendo em conta o número de eletrões envolvidos na reação redox. 

É também possível avaliar a estabilidade e organização molecular de 

monocamadas de derivados de enxofre formadas em ouro por desadsorção redutiva, 

obtendo informação quantitativa no número de átomos de enxofre adsorvidos [31]. A 

equação geralmente aceite pode ser descrita por: 𝐴𝑢|𝑆𝐶𝑛𝑋 +  𝑒− →  𝐴𝑢0 + 𝑋𝐶𝑛𝑆−. 

O Ep
red correspondente à reação é observado no varrimento catódico (figura 

2.9) enquanto no anódico aparece o pico de readsorção; quando se inicia o varrimento 

catódico seguinte (segundo ciclo), a desadsorção desta monocamada ocorre, 

normalmente, a um potencial menos negativo, o que traduz a menor organização das 

moléculas que se re-adsorveram e uma maior permeabilidade aos iões da solução, 

logo é de esperar que monocamadas menos densas desadsorvam a valores de 

potenciais mais positivos [31]. Seguindo o procedimento e a equação 2 anteriormente 

descritos, podemos determinar o recobrimento superficial da monocamada adsorvida 

na superfície do ouro, ou seja, a concentração superficial de átomos de enxofre, 

integrando a área do pico de redução e considerando a carga e o número de eletrões 

associados ao processo. 

 

A cronoamperometria é uma técnica muito útil quando se pretende estudar a 

atividade biológica de um enzima quando este está imobilizado à superfície do 

elétrodo. As respostas catalíticas resultam da oxidação ou redução das espécies 

presentes no sistema, quer no elétrodo ou no eletrólito (centro ativo do enzima, 

mediador redox, substrato, ou oxigénio), medindo-se a corrente que flui através do 

elétrodo de trabalho em função do tempo resultante da aplicação de um potencial 

constante. Esse fluxo de corrente é correlacionado com o gradiente de concentração 

das espécies oxidadas ou reduzidas na superfície do elétrodo de trabalho [32]. No 

estudo de cinética enzimática, à medida que se vai aumentando a concentração de 

substrato, obtém-se um valor de corrente por cada adição de substrato, como 

exemplificado na figura 2.10. Através dos valores da corrente correspondente ao 
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patamar de estabilização é possível traçar uma curva I/j vs. Csubstrato (figura 2.10) e 

obter informação cinética e analítica da atividade do enzima e do desempenho do 

elétrodo modificado como um biossensor.  

 

 

Figura 2.10 – Exemplo de um cronoamperograma obtido após várias adição de glucose 

e a respetiva representação gráfica de I vs. Csubstrato, retirado de [33]. 

 

Equipamento: PARSTAT 2263 (Perkin Elmer).  

 

O elétrodo de trabalho usado nos ensaios de voltametria cíclica e 

cronoamperometria, foi uma placa de ouro com dimensões de 1.1 x 1.1 cm2 da marca 

ArrandeeTM, constituída por uma camada de ouro de 200 nm evaporado em vidro 

borosilicato com uma camada intermédia de crómio (2 - 4 nm) para possibilitar a 

aderência do ouro ao vidro (figura 2.11 a); o elétrodo de referência foi o elétrodo 

saturado de calomelanos, Hg/Hg2Cl2 saturado em KCl (saturated calomel electrode, 

SCE) e o contra-elétrodo ou elétrodo auxiliar, um fio de platina. A célula eletroquímica 

utilizada é de um compartimento e encontra-se exemplificada na figura 2.11b. A placa 

de ouro foi fixa à parte inferior da célula por uma tampa com parafusos e por um O-

ring, que define a área do elétrodo de trabalho a 0.57 cm2, exemplificado na figura 

2.11b. Os restantes elétrodos são colocados na parte superior após a célula estar 

fechada coma respetiva tampa. 
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0.24 nm

150 x 150 nm2

STM

 

 

 

Figura 2.11 – a) Elétrodo de Au (111) e b) esquema ilustrativo da montagem da 

célula eletroquímica de 1 compartimento.  

 

A superfície do elétrodo de Au (111) (figura 2.11a) foi limpa com solução 

piranha (mistura 3:1 (v/v) de H2SO4:H2O2), e se seguida lavada abundantemente com 

água e etanol, e com um tratamento à chama com gás butano, flame-annealing, 

tornando a superfície de ouro com uma orientação cristalográfica preferencial (111) e 

uma rugosidade superficial de ca. 1.2 que foi estimado através do método de adsorção 

química de iodo e está de acordo com os valores reportados para elétrodos de ouro 

similares [31, 34, 35]. Para confirmar o estado da superfície do ouro, recorreu-se à 

Microscopia de Efeito Túnel (STM), para observar os terraços do ouro planos e 

monoatómicos, com alturas de 0.24 nm característicos da orientação preferencial 

(111) (figura 2.12). 

 
Figura 2.12 – Imagem de STM da 

superfície do ouro após o 

processo de flame-annealing, com 

os terraços planos de 0.24 nm 

característicos da orientação 

cristalográfica (111).  
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O elétrodo rotativo de disco e anel (RRDE) é utilizado para estudos de 

eletrocatálise, em condições hidrodinâmicas controladas [32].  

A redução do oxigénio é uma reação energeticamente importante tanto em 

meio acídico como alcalino e, em geral, pode ocorrer por via de dois tipos de 

mecanismos diferentes, envolvendo 2 eletrões (formação de H2O2) ou 4 eletrões 

(formação de H2O). O elétrodo rotativo de disco e anel permite diferenciar os dois 

tipos de mecanismos, dando informação sobre se existem intermediários (H2O2) 

formados durante a reação. Esta capacidade advém do fato de as espécies geradas no 

elétrodo de trabalho de disco poderem ser detetadas num segundo elétrodo de 

trabalho de anel (com controlo de potencial elétrico independente) colocado à volta 

do disco numa posição muito próxima deste (340 µm no sistema utilizado). 

Experimentalmente, no caso da reação de redução de oxigénio molecular, no disco 

observa-se apenas uma única onda de corrente redutiva que pode corresponder à 

produção de H2O (n =4) ou H2O2 (n =2). Se, durante o varrimento de potencial no disco, 

o anel for mantido a um potencial constante e suficiente para promover a oxidação do 

H2O2, desenvolver-se-ão correntes anódicas no anel caso o peróxido tenha sido 

formado no disco, ou não dará qualquer resposta se a redução do oxigénio no disco 

tiver envolvido 4 eletrões, com a formação direta de água (figura 2.13). 

 

 

Figura 2.13 – Exemplo de curvas obtidas no disco e no anel com o elétrodo rotativo de 

disco e anel, adaptado de [37]. 
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O elétrodo rotativo de disco e anel inclui-se no conjunto mais alargado dos 

designados sistemas hidrodinâmicos [32]. Estes funcionam em modo de convecção 

forçada apresentam como vantagem fulcral um maior transporte de espécies para o 

elétrodo, que se traduz num aumento de corrente e maior sensibilidade. A velocidade 

de rotação, , é uma variável independente. Fazendo variar ω, diferentes valores da 

corrente limite (jlim) são obtidos quando o potencial (E) de elétrodo é varrido. A ω 

imposta e a corrente limite medida relacionam-se através da equação de Levich (jLev), 

 

𝑗𝑙𝑖𝑚 = 𝑗𝐿𝑒𝑣 = 0.62𝑛𝐹𝐷𝑜
2/3

𝐶0
∗𝜐−1/61/2 (eq. 3) 

 

onde, n, número de eletrões; F, constante de Faraday; A, área do elétrodo; D0, 

coeficiente de difusão da espécie;  𝑪𝟎
∗ , concentração do O2 no seio da solução ; 𝝊, a 

viscosidade cinemática (0.01 cm2 s-1 para a água a 25oC); , a velocidade de rotação.  

 

No caso de processos de transferência eletrónica irreversíveis, onde a reação inversa 

pode ser ignorada, a relação entre a corrente e a velocidade de rotação do elétrodo é 

obtida através da equação de Koutecky- Levich [32], que permite a obtenção de 

parâmetros cinéticos:  

 

1

𝑗
=

1

𝑗𝐾
+

1

𝑗𝐿𝑒𝑣
=

1

𝑛𝐹𝐶0
∗𝑘

+
1

0.62𝑛𝐹𝐷0
2/3

𝐶0
∗𝜐−1/61/2

     (eq.4) 

 

onde, k, é a constante de velocidade da reação (cm s-1) e jK, representa a corrente na 

ausência de quaisquer efeitos de transferência de massa (correspondente ao processo 

a velocidade de rotação infinitamente elevada). 

  

Equipamento: Bipotenciostato EG&G modelo 366, acoplado a um sistema de rotação 

Oxford Electrodes e um registador Yokogawa (A3 X-YY, model 3023).  

 

Nos ensaios eletroquímicos com o elétrodo rotativo de disco e anel foi utilizada 

uma célula de três compartimentos (figura 2.14a) e um elétrodo de disco e anel de 
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ouro policristalino (figura 2.14b), como elétrodos de trabalho, tendo-se utilizado o 

elétrodo saturado de calomelanos como referência e uma placa de platina como 

contra elétrodo. As dimensões do elétrodo rotativo de disco e anel de ouro (figura 

2.14b) são Aanel = 0.062 cm2, Adisco = 0.416 cm2. Antes de ser modificado o elétrodo foi 

polido em suspensões de alumina de 5, 1 e 0.3 µm (Al2O3, Buehler) até se obter um 

nova e limpa superfície de ouro, lavando exaustivamente com água Milli-Q.  

 

Figura 2.14 - a) Célula eletroquímica de 3 compartimentos e b) elétrodo de Au 

policristalino. 

 

As soluções utilizadas como eletrólitos foram previamente desarejadas com 

azoto (99.99997%) ou com ar, através de uma bomba de ar, durante 20 min antes de 

serem utilizadas. 

 

2.4.4 Medição dos parâmetros elipsómetricos e determinação da espessura 

de filmes finos (elipsometria convencional)  

 

Para avaliar a modificação das superfícies de ouro e o sucesso de cada passo do 

processo de modificação recorreu-se à elipsometria convencional, uma vez que a 

alteração dos parâmetros elipsométricos permite estimar a espessura do “filme” 

formado nestas superfícies. A elipsometria é uma técnica ótica, não destrutiva, que se 

baseia na medição de alterações na polarização da luz causadas pela interação da luz 

com um dado material de forma a obter informações sobre as propriedades óticas do 

material. Quando um feixe de luz polarizada se propaga num dado meio e incide numa 

superfície plana com um determinado ângulo (θ0) face à superfície, parte deste feixe 
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será refletido, parte será, eventualmente, absorvido, enquanto o restante será 

transmitido através do novo meio sofrendo refração, propagando-se com um ângulo 

θ1 determinado pelas propriedades óticas dos meios envolvidos, de acordo com a lei 

de Snell: n0 sen θ0 = n1 sen θ1, sendo nj o índice de refração de cada um dos meios [38]. 

Desta interação o feixe de luz refletido apresenta uma polarização tipicamente elíptica, 

apresentando desvios de fase (Δ) das componentes ortogonais dos vectores campo 

eléctrico ou magnético da luz assim como alterações do ângulo azimutal (Ψ) que vão 

ser medidos pelo equipamento.  

Estes parâmetros podem ser medidos de 0 a 360 e 90, respetivamente e são 

relacionados pela equação fundamental da elipsometria: 

𝑡𝑎𝑛Ψ𝑒𝑖Δ =
𝑅̂𝑝

𝑅̂𝑠     (eq. 5) 

Onde o 𝑅̂𝑝 e 𝑅̂𝑠 são os coeficientes de reflexão de Fresnel resultantes da 

polarizações paralela e perpendicular. No caso de um substrato revestido com um 

filme fino exposto a um dado ambiente, o valor dos coeficientes de reflexão de Fresnel 

é o resultado combinado das múltiplas reflexões nas duas interfaces formadas 

(substrato-filme e filme-ambiente), 

  

𝑅̂𝑝 =  
𝑟̂01

𝑝
+ 𝑟̂12

𝑝
𝑒−𝑖𝛽

1+𝑟̂01 
𝑝

+ 𝑟̂12
𝑝

𝑒−𝑖𝛽  (eq.6)                     𝑅̂𝑠 =  
𝑟̂01

𝑠 + 𝑟̂12
𝑠 𝑒−𝑖𝛽 

1+𝑟̂01
𝑠 + 𝑟̂12

𝑠 𝑒−𝑖𝛽   (eq.7) 

 

Onde, 𝒓̂𝒊𝒋 é coeficiente reflexão de Fresnel para a interface entre o meio i e j e 

𝛽 um parâmetro proporcional à espessura, df, da fase do filme, 

𝛽 = 4𝜋 (
𝑑𝑓

𝜆
) 𝑛̂1  cos 𝜃1 (eq. 8) 

onde o 𝑛̂1 é o índice de refração complexo do filme.  
 

Os coeficientes de reflexão de Fresnel, 𝑟̂, são a razão entre as amplitudes da 

onda refletida e da onda incidente das componentes ortogonais da luz, e são 

característicos de uma dada interface e função das propriedades óticas das fases que a 

constituem:  

 

𝑟̂01
𝑝

=
𝑛̂0  cos 𝜃1− 𝑛̂1 cos 𝜃0

𝑛̂0 cos 𝜃1+ 𝑛̂1 cos 𝜃0
  (eq. 9)                        𝑟̂01

𝑠 =
𝑛̂1 cos 𝜃1− 𝑛̂0 cos 𝜃0

𝑛̃̂1 cos 𝜃1+ 𝑛̂0 cos 𝜃0
   (eq. 10) 
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Nestas circunstâncias, e dado que os coeficientes de reflexão de Fresnel 

dependem das propriedades óticas dos meios que compõem o sistema, 

nomeadamente do seu índice de refração, tem-se: 

(𝛹, 𝛥)𝑗,𝑖 = 𝑓(𝑛̂𝑗, 𝑛̂𝑖, , 𝜃0) 

onde λ é o comprimento de onda utilizado.  

Quando um meio é oticamente absorsor os coeficientes de reflexão de Fresnel 

são quantidades complexas, 𝒓̂p e 𝒓̂s, e o índice de refração, 𝒏̂ também será  

𝑛̂ = 𝑛 − 𝑖𝑘       (eq. 11) 

em que n é a sua componente real, designada simplesmente por índice de refração, 

i=√−1 e k, denominado coeficiente de extinção, é uma medida da atenuação da 

intensidade da luz pelo meio, estando relacionado com o coeficiente de absorção,α,  

𝛼 = 4𝜋𝑘/       (eq. 12) 

 

Para a situação representada na figura 2.15a, envolvendo apenas dois meios 

(substrato e ambiente), os parâmetros elipsométricos Ψ e Δ dependerão apenas das 

propriedades óticas do ambiente (ar, no caso de uma medida ex-situ) que é 

normalmente transparente e portanto traduzido apenas pela parte real do índice de 

refração (k=0) e do substrato (índice de refração) complexo no caso de um substrato 

absorsor), para além do ângulo de incidência e do comprimento de onda da luz que 

são parâmetros estabelecidos pelo operador. No caso de existirem três meios 

presentes, substrato/filme/ambiente, como esquematizado na figura 2.15b, os 

mesmos parâmetros Ψ e Δ dependerão adicionalmente do índice de refração 

complexo do filme e da sua espessura, aumentando desse modo a complexidade 

matemática do sistema. As características de um sistema (parâmetros óticos de cada 

material, espessura de um filme absorsor) não podem ser obtidas analiticamente 

através dos parâmetros elipsométricos. Por essa razão, é necessária a adoção de 

modelos físicos que traduzam o sistema e utilização de programas de simulação em 

computador para se tratar e analisar os dados experimentais. 
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Figura 2.15 – a) Reflexão da luz polarizada na ausência e na b) presença de um filme 

fino adaptado de [38]. 

 

A determinação das espessuras dos filmes foi realizada recorrendo a um 

programa de ajuste baseado no modelo das três camadas homogéneas (equivalente ao 

sistema ilustrado na figura 2.15b) [38], fixando a parte real do índice de refração entre 

1.48 e 1.50, consistente com o reportado para filmes finos de proteínas ou para 

bicamadas lipídicas [39, 40].  

 

 

Equipamento: SE 400 (Sentech Instruments), equipado com um laser de He-Ne 

(=632.8 nm). As medições elipsométricas foram efetuadas a um ângulo de incidência 

de 70 em modo PSA (polarizador-amostra-analisador).  

 
 

2.4.5 Desempenho dos imunossensores (SPR, TIRIE, elipsometria de imagem)  

 

 A técnica de ressonância de plasmão de superfície (SPR) é baseada na 

alteração do índice de refração e é aplicada em estudos de fenómenos de superfície.  

Geralmente, os sistemas de SPR operam segundo a configuração proposta por 

Kretschmann (figura 2.16) [41-43]. A configuração de Kretschmann baseia-se no 

fenómeno de reflexão interna total. As propriedades óticas do sistema provocam 

mudanças no ângulo de ressonância do plasmão, tornando possível aplicar o 

fenómeno de SPR (figura 2.16). A posição do ângulo em que ocorre o máximo de 

ressonância depende do índice de refração do meio que está em contacto com o metal 
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e varia proporcionalmente com a concentração das moléculas presentes nesse meio, 

logo, uma alteração na concentração provoca uma alteração no índice de refração.  

 

 

Figura 2.16 - Representação esquemática da configuração de Kretschmann.  

 

Um espetro típico de SPR obtido durante a adsorção de um analito (por 

exemplo, um anticorpo) sobre uma superfície metálica encontra-se representado na 

figura 2.17. Inicialmente, a superfície é lavada com uma solução tampão adequada 

para gerar uma linha de base estável (figura 2.17 - (1)). Após o contato da solução 

(analito) com a superfície ocorre uma adsorção rápida ou lenta, dependendo da 

cinética da reação entre o analito e a superfície, originando um desvio do ângulo de 

ressonância do SPR. O patamar observado no perfil SPR exibido na figura 2.17 é devido 

à saturação da superfície com o analito [42]. Por último, é injetada novamente a 

solução tampão, com o intuito de remover as espécies que não estão ligadas 

especificamente, resultando uma segunda linha de base (figura 2.17 – (2)). A diferença 

entre a linha de base (1) e (2) fornece uma indicação sobre a extensão da 

adsorção/interação. 
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Figura 2.17 - Exemplo de um perfil de SPR e da alteração do ângulo de ressonância 

após a adsorção/interação de uma biomolécula, adaptado de [43]. 

 

Equipamento. BIOSUPLAR 400 T compact Surface Plasmon Resonance Spectrometer 

producido pela Analytical μ-Systems acoplado a uma bomba peristáltica (ISMATEC). 

Fonte de luz: díodo laser de baixa potência (630 - 670 nm), gama máxima de ângulos: 

acima dos 17; tempo da medição: no modo simples  < 20 segundos, no modo tracking 

< 2 s, modo slope < 0.1 s; resolução angular:> 0.003. 

As experiências da adsorção/ interação das proteínas com a superfície 

modificada, em tempo real, foram obtidas usando um fluxo de solução 50 µL/min. 

 

Nas experiências de ressonância de plasmão de superfície foi utilizada a célula 

própria do equipamento (figura 2.18a), que possui dois orifícios/canais, que delimitam 

a superfície do ouro onde irá ocorrer a reação de bioreconhecimento. Os elétrodos de 

ouro utilizados nos ensaios de SPR (figura 2.18b) foram adquiridos na Analytical μ-

Systems e são constituídos por um filme de 50 nm de ouro depositado em vidro. Antes 

de serem usados estes elétrodos foram limpos, recorrendo a uma câmara de UV-

Ozono (45 min) e foram lavados com água milli-Q e etanol várias vezes. 
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Figura 2.18 – a) Célula reacional do SPR e b) superfície de ouro utilizada nos ensaios de 

SPR. 

 

Tal como na técnica de SPR, a IE e a TIRIE  possibilita seguir uma reação de bio-

reconhecimento entre biomoléculas (ex. anticorpo, antigénio), em tempo real. O 

biossensor TIRIE possui um sistema ótico e sistema microfluídico acoplados [44]. No 

sistema ótico, o feixe de luz atravessa o polarizador e o compensador e penetra dentro 

do prisma que está acoplado perpendicularmente. O feixe de luz reflete totalmente na 

interface do substrato e passa através do analisador acoplado a um dispositivo de 

imagem de vídeo (charge-coupled-device, CCD). A ângulos de incidência próximos do 

ângluo de Brewster, a onda evanescente forma-se na interface entre a superfície e a 

camada de proteína. A polarização da onda evanescente é modificada por deposição 

de camadas de biomoléculas na superfície e por isso o estado de polarização da 

reflexão interna total sofre alterações ao mesmo tempo.  

Estas técnicas são bastante poderosas para o estudo de filmes orgânicos finos 

pouco absorsores (k baixo) devido à elevadíssima sensibilidade da elipsometria a 

variações do desvio de fase (Δ) decorrentes de alterações de espessura desses 

materiais. Fazendo uso de uma câmara CCD com razoável resolução lateral (dimensão 

do pixel) ao invés de um analisador fixo, estas técnicas de imagem permitem explorar 

com resolução espacial (da ordem dos micrómetros, lateralmente) as capacidades 

intrínsecas da elipsometria preservando, no entanto, a sua resolução axial (inferior ao 

nanómetro). Quando efetuada em condições de reflexão nula pelo substrato a uma 

dada polarização, as variações de intensidade registadas pela luz refletida com essa 

polarização (traduzidas instrumentalmente numa gama de tons de cinzento - 

Grayscale) são causadas pelo aumento de espessura do filme. 
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O sistema microfluídico é feito de polidimetilsiloxano e possui um conjunto de 24 

células numa arquitetura de 3 x 8 (volume máximo de cada célula ≈ 150 µl). O sistema 

está em contacto com uma camada de ouro/superfície (figura 2.19a) com 20-50 nm de 

espessura depositado por evaporação em vidro. Qualquer solução pode ser injetada 

individualmente em cada célula pelo sistema microfluídico. A velocidade do fluxo 

utilizada nos ensaios foi de 5 µl/min. Todo o processo cinético de interação da 

biomolécula numa célula em cada momento é registado em diversas imagens ao longo 

do tempo (figura 2.19b).  

 
 

Figura 2.19 – a) Esquema do posicionamento da superfície de ouro, do sistema 

microfluídico e do prisma; b) Exemplificação de uma curva de TIRIE com as respetivas 

imagens captadas dos momentos inicias e finais da interação do anticorpo e do 

antigénio, expressa em grayscales em função do tempo, adaptado de [44]. 

 

Equipamento: Elipsómetro de imagem (figura 2.20) e elipsómetro de imagem em 

modo de reflexão interna total (figura 2.21) desenvolvidos pelo grupo de Professor 

Gan JIN, no Institute of Mechanics, Chinese Academy of Sciences, Beijing, China. 
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Figura 2.20 – Elipsómetro de imagem 

 

 
 

Figura 2.21 - Elipsómetro de imagem em modo de reflexão interna total (TIRIE) 
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Têm sido desenvolvidas inúmeras estratégias para a preparação de superfícies 

para serem usadas como biossensores, onde a atividade biológica da biomolécula não 

seja comprometida, após a sua imobilização na superfície transdutora [1, 2]. A 

transferência eletrónica direta entre o centro catalítico do enzima e o elétrodo é 

frequentemente dificultada devido à estrutura tridimensional da proteína, que poderá 

impedir a orientação adequada ao transdutor, podendo originar a desnaturação da 

proteína após a sua adsorção na superfície do elétrodo [3, 4]. Desta forma, parâmetros 

como a orientação, distribuição, organização e proximidade dos enzimas com as 

superfícies transdutoras são de extrema importância para a preparação de interfaces 

para serem usadas como biossensores [5], sendo estes fatores afetados pelo método 

de imobilização usado. 

Como referido no capítulo 1 deste trabalho, a imobilização de biomoléculas em 

suportes sólidos, incluindo em superfícies planas ou nanoestruturas, através de vários 

métodos tem sido amplamente explorada. Estes trabalhos incluem metodologias, tais 

como, a encapsulação sol-gel em matrizes inorgânicas [6], adsorção física, eletrostática 

ou covalente [7], ou através formação de polímeros [8] ou monocamadas auto-

organizadas (SAMs), na presença de nanomateriais (por exemplo, nanopartículas de 

ouro) [9-12]. Vários estudos têm demostrado que a formação in situ de 

ditiocarbamatos através da reação entre o CS2 e grupos aminas, com ênfase nas 

aminas secundárias [13-16], mas também primárias, como aminoácidos e proteínas 

[17-19] pode ser utilizada como uma alternativa à formação de monocamadas auto-

montadas em ouro [20]. A principal particularidade dos ditiocarbamatos em Au (111) é 

a ressonância eletrónica entre o azoto, carbono e enxofre [13, 21, 22], a qual é 

responsável pela forte interação com os substratos de ouro, devido a uma 

sobreposição de orbitais moleculares do metal e das espécies adsorvidas.  

O objetivo do trabalho que será descrito neste capítulo foi desenvolver uma 

metodologia, simples, versátil e de um só passo reacional [17], para preparar elétrodos 

nanoestruturados, usando para tal a reação do CS2 e compostos eletroativos contendo 

grupos amina, na presença de nanopartículas de ouro (AuNPs) de, aproximadamente, 

20 nm ou nanopartículas de óxido de ferro (Fe3O4NPs) (diâmetros médios de 20 e 40 

nm), em soluções orgânicas ou aquosas.  
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Com o propósito de testar esta metodologia para imobilizar biomoléculas, 

foram selecionados dois enzimas, a Glucose Oxidase e a Lacase. Estudou-se a sua 

atividade catalítica, como resultado da preservação da atividade biológica após o 

processo de imobilização, avaliando assim, a capacidade desta interface poder ser 

usada como um biossensor.    

   

 

3.1 Elétrodos nanoestruturados – nanopartículas de ouro e platina de 

ouro 

 

Com base na forte de interação entre o Au e o enxofre, inicialmente foi 

estudada a reação de um só passo entre AuNPs, CS2 e compostos eletroactivos 

“modelo” contendo grupos amina (amina secundária-epinefrina e um aminoácido-

triptofano), e de seguida com o enzima Glucose Oxidase. Um esquema ilustrativo desta 

metodologia encontra-se representado na figura 3.1. Para efeitos comparativos e com 

o intuito de reforçar o potencial desta metodologia, foram efetuados ensaios similares 

na ausência de AuNPs ou utilizando uma monocamada de um alcanoditiol, em vez do 

CS2, para imobilizar as AuNPs funcionalizadas. 
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Figura 3.1 - Esquema representativo da metodologia usada para a funcionalização de 

superfícies de ouro com CS2 (1 mM), AuNPs (4 nM), epinefrina (0.1 M) ou triptofano 

(0.1 M) ou Glucose Oxidase (1 mg/ml), durante 16 h, e o tipo de adsorbatos que 

poderão ter sido formados durante a reação de modificação. As reações foram 

preparadas em meio orgânico e aquoso, a 22C e 4C, respetivamente. 

 

 

 3.1.1 Reação entre o CS2, epinefrina e triptofano 

 

Os compostos eletroativos “modelo” utilizados na metodologia de um só passo 

foram a epinefrina e o triptofano. A epinefrina é uma catecolamina e um 

neurotransmissor no sistema nervoso central e a sua presença no organismo influencia 

o sistema cardíaco [23-25], enquanto o triptofano é um aminoácido essencial na 

estrutura das proteínas, com elevada relevância na alimentação humana responsável 

pela manutenção de um saldo positivo de azoto [26, 27]. Ambos podem ser detetados 
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por métodos eletroquímicos e segundo as reações de oxidação-redução descritas na 

figura 3.2. 

Como verificado anteriormente [17], o processo redox do triptofano apresenta 

alguma complexidade. Está reportado que o triptofano na maioria das superfícies 

estudadas [28] apresenta apenas um único pico de oxidação, que é devido a uma 

reação irreversível que envolve dois eletrões, originando um intermediário metileno-

imina extremamente reativo [29, 30]. Este intermediário pode ser facilmente atacado 

por grupos nucleófilos presentes na solução da reação, tal como a água com a 

formação de espécies, como a oxindolalanina, que podem apresentar alguma 

reversibilidade eletroquímica, embora a extensão da reação de redução seja muito 

menor do que a do processo de oxidação [26, 28]. 

 

 
 

 

Figura 3.2 – Representação dos processos redox de a) epinefrina e b) do triptofano. 

 

Os voltamogramas cíclicos obtidos para elétrodos de ouro modificados, após a 

reação da epinefrina e do triptofano com CS2 em etanol, na presença e ausência de 

AuNPs, são mostrados nas figuras 3.3a e b, respetivamente. A tabela 3.1 compila os 

dados eletroquímicos obtidos. A resposta redox da epinefrina e a dependência linear 

dos picos catódico e anódico com a velocidade de varrimento (figura 3.3a) confirmou a 

ligação estável da epinefrina ao elétrodo, indicando que o processo redox não é 

controlado por difusão. Observou-se que na presença de AuNPs, os picos redox da 

epinefrina são praticamente simétricos (ΔEp ≈ 0), com um potencial de meia-onda 

(E1/2) desviado para valores mais negativos, comparativamente ao observado para os 

elétrodos de Au (111) modificados na ausência das AuNPs [17]. Estes dados indicaram 

a) 

b) 
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que a transferência eletrónica foi facilitada devido à presença das nanopartículas. 

Foram estimadas as coberturas superficiais dos compostos imobilizados nos elétrodos 

modificados, com base na integração da área dos picos anódicos, considerando a 

transferência de 2 eletrões durante a conversão eletroquímica da 

hidroquinona/quinona (esquema 3.1) [17, 23] e aplicando a equação 2 descrita na 

secção 2.4.3 do capítulo 2. A adição de AuNPs na reação preparada em etanol resultou, 

ainda, num aumento significativo na concentração superficial de epinefrina de, 1.3  

10- 10 para 4.0  10-10 mol cm-2 (ca. 70 %), demonstrando a eficácia deste método para 

imobilizar moléculas pequenas em superfícies de Au (111). 
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Figura 3.3 – Voltamogramas cíclicos do Au modificado, com CS2/epinefrina e 

CS2/triptofano, na presença e ausência de AuNPs: a) e b) em etanol; c) e d) em 

soluções aquosas (tampão fosfato (PB), pH 7.4), respetivamente); 0.1 M H2SO4,  = 50 

mV s-1; representação gráfica de j versus ν para os elétrodos modificados na presença 

de AuNPs. 

 

Como mencionado anteriormente, o comportamento redox do triptofano em 

solução ou imobilizado não é linear [17] e na maior parte dos estudos, só é detetado 

um pico anódico, o qual é atribuído à reação irreversível de 2 eletrões com formação 

de um intermediário metileno-imina extremamente reativo [26, 29, 31], dando origem 
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a espécies que não podem ser eletroquimicamente reduzidas no processo de redução 

correspondente. Este comportamento explica a resposta não-simétrica obtida nos 

voltamogramas cíclicos mostrados na figura 3.3b, que mostram um pico anódico maior 

do que o catódico. Não obstante, a linearidade observada entre as correntes dos picos 

redox com a velocidade de varrimento no elétrodo modificado por 

AuNPs/CS2/triptofano (figura 3.3b) é a esperada para uma transferência eletrónica não 

controlada por difusão, confirmando a adsorção do aminoácido na superfície do 

elétrodo. À semelhança do observado para a epinefrina, foi possível adsorver um 

maior número de moléculas de triptofano (por Au (111)) na presença de AuNPs (tabela 

3.1). No entanto, a cobertura superficial é inferior à observada para epinefrina, e 

apenas aumentou cerca de 30 %, em relação ao Au (111) modificado sem NPs, 

provavelmente devido à elevada reatividade existente entre as aminas secundárias e o 

CS2, comparativamente à das aminas primárias, como reportado anteriormente [17].  

Tendo em conta que o principal objetivo do trabalho é a imobilização direta de 

biomoléculas, que requer meios aquosos, a modificação dos elétrodos utilizando a 

mesma metodologia (de um só passo reacional) com epinefrina e triptofano foi 

também testada em condições tamponadas (tampão fosfato, pH 7.4), e os 

voltamogramas cíclicos obtidos estão na figura 3.3c e d, respetivamente. Deste modo e 

comparando os resultados obtidos em meio orgânico e aquoso, verifica-se que a 

imobilização da epinefrina e do triptofano é mais eficaz em etanol do que em solução 

tampão fosfato, provavelmente devida à baixa solubilidade do CS2 em solventes mais 

polares. No entanto, é visível que a reação também ocorre e que a presença das 

nanopartículas leva a um aumento significativo nas correntes dos picos redox de 

ambos os compostos (tabela 3.1). A relação linear entre a densidade de corrente dos 

picos e a velocidade de varrimento foi observada em ambos os elétrodos modificados, 

na presença de AuNPs, contudo para o triptofano a proporcionalidade só se verifica 

até 50 mV s-1 (figura 3.3d), confirmando que o processo de transferência eletrónica no 

triptofano é um pouco mais complexo, fazendo-se notar a velocidades de varrimento 

mais elevadas. É importante salientar que a perda de linearidade entre a densidade de 

corrente e a velocidade de varrimento não está associada à perda de moléculas de 

triptofano adsorvido, como foi comprovado por varrimentos sucessivos na gama de 

potencial estudada. A percentagem de aumento de concentração superficial estimada 
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para ambos os elétrodos modificados com AuNPs foi de, aproximadamente, 70 %, 

revelando que a maior parte das moléculas de epinefrina e triptofano se adsorveram 

nas AuNPs. 

O aumento das coberturas superficiais é uma consequência direta do aumento 

da área superficial disponível no elétrodo de Au (111) originada pela presença de 

nanopartículas. Os resultados obtidos por voltametria cíclica confirmaram a 

aplicabilidade desta metodologia para imobilizar compostos eletroativos contendo 

grupos amina, mostrando que esta metodologia exibe um grande potencial para 

imobilizar proteínas na superfície de ouro, tendo em conta que estas possuem um 

grande número de aminas primárias e também secundárias. 

 

Tabela 3.1 – Valores de E1/2, ΔEp e cobertura superficial obtidos a partir dos 

voltamogramas cíclicos dos elétrodos modificados exibidos na figura 3.1.  

 

 

 
 

 

Para efeitos comparativos, testou-se a imobilização de AuNPs funcionalizadas 

com CS2 e epinefrina numa superfície modificada com uma SAM de 1,6-hexanoditiol, 
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uma vez que se espera que o grupo tiol terminal interagisse fortemente com as AuNPs. 

Testaram-se dois procedimentos que diferem apenas na modificação das AuNPs antes 

ou depois de terem sido colocadas em contato com a SAM de hexanoditiol. Os 

resultados obtidos na figura 3.4 a e b, demonstrando que os resultados melhores 

foram obtidos quando as nanopartículas se ligam ao grupo tiol sem estarem 

previamente funcionalizadas, tendo-se obtido uma quantidade superficial de 

epinefrina de 1.8  10- 11 mol cm-2, que é ligeiramente superior à obtida no elétrodo 

modificado com ditiol/(AuNPs/CS2/Epinefrina)  (8.7  10 -12 mol cm-2).  No entanto, 

tanto num caso ou noutro, o sinal eletroquímico da epinefrina foi bastante inferior aos 

obtidos na metodologia envolvendo o CS2 (incluindo na ausência de AuNPs) (figura 

3.3). Estes resultados podem estar relacionados com a estrutura das monocamadas de 

ditiol, pois devido à existência de um grupo tiol em cada extremidade, a ligação com o 

Au (111) pode ocorrer por apenas um tiol mas também por ambos os grupos SH e, 

neste caso, não será possível adsorver as AuNPs [32], logo a quantidade de AuNPs 

ligadas será significativamente inferior quando ligadas pelo CS2. 

 

 

Figura 3.4 – Voltamogramas cíclicos do Au modificado com, a) 1,6-hexanoditiol, AuNPs 

e CS2/epinefrina e b) 1,6-hexanoditiol, AuNPs/CS2/epinefrina, em etanol; 0.1 M H2SO4, 

 = 50 mV s-1; representação gráfica de j versus ν. 
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Para provar que o CS2 tem um papel crucial na estabilidade da ligação da 

epinefrina à AuNPs e das AuNPs ao elétrodo de Au (111), foram realizados vários 

voltamogramas cíclicos a 50 mV s-1. Na figura 3.5a estão apresentados os 2 e 10 

ciclos do comportamento da epinefrina nos elétrodos modificados com AuNPs e 

epinefrina na presença e ausência do CS2, preparados em etanol. Como se pode 

constatar, na presença do CS2 a resposta da epinefrina não sofreu alteração após o 10º 

ciclo, contudo não se verificou o mesmo para o elétrodo preparado na ausência do CS2. 

O número de moléculas de epinefrina fisicamente adsorvidas foi baixo, pois no 2º ciclo 

(figura 3.5b) já aparece o pico característico da oxidação do crómio, presente na 

camada intermédia dos substratos de ouro usados para estes estudos, e que é 

facilmente visível após vários varrimentos cíclicos em soluções acídicas. Estes 

resultados permitem comprovar que o CS2 desempenha um papel fundamental nesta 

metodologia, promovendo uma ligação estável entre os compostos de epinefrina e de 

triptofano, as AuNPs e o Au (111). 

 

 

Figure 3.5 – Voltamogramas cíclicos (2º e 10º ciclos) do elétrodo modificado com 

AuNPs e epinefrina na a) presença e b) ausência de CS2, em 0.1 M H2SO4,  = 50 mV s-1, 

exibindo o efeito do CS2 na estabilidade dos elétrodos modificados com 

nanopartículas. 

 

A figura 3.1 esquematiza o tipo de modificações do elétrodo de ouro esperadas 

nesta metodologia. Devido à espontaneidade desta reação de formação in situ de 
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ditiocarbamatos em superfícies de ouro poderá haver mais do que um tipo de 

compostos imobilizados, tais como, i) algumas moléculas de CS2 que não reagiram e 

que se ligam ao ouro através dos dois átomos de enxofre, ii) grupos ditiocarbamatos, 

resultantes da reação entre o CS2 e epinefrina ou triptofano, sem ter ocorrido reação 

com as nanopartículas e iii) AuNPs funcionalizadas com CS2/Epinferina ou 

CS2/triptofano, as quais deverão estar ligadas à superfície do elétrodo através de CS2. 

Neste caso, um átomo de enxofre deverá estar ligado à nanopartícula e o outro ao 

elétrodo planar de Au.  

 

A caraterização das monocamadas de ditiocarbamatos formados no ouro, foi 

complementada com estudos eletroquímicos de desadsorção redutiva do enxofre de 

superfície de ouro, usualmente usados para caraterizar SAMs de alcanotióis em Au, 

pois este tipo de estudos fornece informação qualitativa e quantitativa sobre, a 

organização, empacotamento e estabilidade da monocamada formada, fatores este 

que são fortemente dependente da cristalinidade, densidade superficial da 

monocamada e do tipo de espécies de enxofre [21, 33-35].  

Os voltamogramas cíclicos apresentados na figura 3.6 correspondem ao 

processo redutivo das SAMs formadas a partir do CS2 ou CS2/AuNPs, preparadas em 

soluções orgânicas (figura 3.6a) e aquosas (figure 3.6b). Na figura 3.6a detetou-se, para 

o elétrodo modificado com CS2, um pico catódico a um potencial de - 0.92 V, que pode 

ser atribuído à desadsorção dos dois átomos de enxofre do CS2 adsorvidos no Au (111).  

O potencial de redução observado para CS2 (-0.920 V) é mais negativo do que o 

reportado para as SAMs de derivados de tiol de cadeia curta, tais como 

mercaptopropanol (Ep
red = - 0.784 V [36]) ou ácido mercaptopropiónico (Ep

red = -0.800V 

[37]), o que demonstra a grande estabilidade da estrutura de ressonância entre o 

enxofre e carbono, como resultado de uma boa sobreposição das orbitais do ligando e 

a superfície de ouro. 

Foi também detetado um pico mais largo a potenciais ligeiramente inferiores (-

 0.98 V) e um pequeno “ombro” a -0.88 V nos elétrodos modificados na presença das 

AuNPs, indicando que podem coexistir dois ambientes distintos de átomos de enxofre. 

Quando o Au (111) foi modificado em água (figura 3.6b), na presença de AuNPs, 

detetaram-se também dois picos catódicos (-0.84 e -0.97 V) com um aumento da 
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densidade de corrente do pico, atribuído a um maior número de átomos de enxofre 

detetados do processo redutivo, quando as AuNPs estão presentes na reação.  

 

 

 

Figure 3.6 – Voltamogramas cíclicos dos elétrodos modificados com CS2, na presença 

ou ausência das AuNPs, preparados em soluções a) orgânicas e b) aquosas; 0.1 M 

NaOH; ν  = 20 mV s-1. 

 

Eletroquimicamente a desadsorção redutiva de SAMs de 

diaquilditiocarbamatos comerciais (dietil, hexilmetil, dibutil ditiocarbamatos) [17, 21], 

preparados em etanol, exibem um pico catódico (figura 3.7a) numa gama de potenciais 

que pode ir desde -0.75 (provavelmente devido a deslocalização de eletrões entre a 

estrutura de ressonância e o N, que pode conduzir a uma ligação mais fraca [16]) a -

0.92 V. Este último valor de potencial (-0.92 V) é similar ao obtido para a SAM de CS2 

preparada nas mesmas condições (figura 3.6a). Constata-se assim que SAMs de 

diaquilditiocarbamatos, com diferentes comprimentos de cadeias, adsorvidos em ouro 

podem ter organizações diferentes sobre a superfície do elétrodo e por esse motivo 

exibem picos catódicos a diferentes potenciais [17, 21]. Estes resultados podem indicar 

que a estrutura de ressonância S2-C-N não será o único fator a influenciar a 

estabilidade das monocamadas formadas em ouro (relativamente à ligação CS2), uma 

vez que as interações π-π das cadeias alifáticas ou aromáticas entre os adsorbatos 

poderão influenciar a estabilidade de uma monocamada auto-montada. O resultado 



 

Capítulo 3 - Formação in situ de ditiocarbamatos para a construção de biossensores 

 

81 

 

eletroquímico da desadsorção da monocamada de CS2/hexilmetilamina mostrou dois 

picos de redução, um mais negativo em -0.88 V e outro a – 0.80 V que coincidem com 

os observados para a SAM de hexilmetilditiocarbamato de Zn representado na figura 

3.7a. Na figura 3.7b e c, são mostrados os voltamogramas cíclicos das desadsorções 

redutivas dos elétrodos modificados com CS2/epinefrina e CS2/triptofano, preparadas 

em etanol, na presença ou ausência de AuNPs. Observou-se que em todos os 

voltamogramas cíclicos aparece um pico catódico predominante com os potenciais 

ligeiramente desviados para potenciais mais positivos (tabela 3.2), ou seja, próximos 

dos valores de potencial observado para o dibutilditiocarbamato mas mais negativo 

que dietilditiocarbamato. Este comportamento sugere, de acordo com estudos 

anteriores [17] que a aromaticidade das moléculas deverá ser responsável pela 

estabilização da monocamada através das interações π entre as moléculas adjacentes.  

 

 

Figura 3.7 – Voltamogramas cíclicos em 0.1M NaOH, a ν = 20 mV s-1 dos elétrodos 

modificados com, a) SAM de dietilditiocarbamato de Na, hexilmetilditiocarbamato de 

Zn e dibutilditiocarbamato de Cd, preparadas em etanol; b) CS2 e hexilmetilamina, em 
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etanol, c) CS2/epinefrina, na presença e ausência de AuNPs, preparados em etanol; 

CS2/triptofano, com e sem AuNPs, em etanol; d) AuNPs/CS2/triptofano, água; 

CS2/triptofano, água. 

A presença das AuNPs originou um aumento da densidade de corrente do pico 

e através da carga envolvida no processo de redução foi possível determinar a 

quantidade de átomos de enxofre que se desadsorveram neste processo. Na tabela 3.2 

encontram-se descritas as quantidades de átomos de enxofre adsorvidas. O número de 

eletrões envolvido na desadsorção de uma molécula de CS2 e de ditiocarbamato 

deverá ser próximo de 1. Foi reportado por Peter Morf e seus colaboradores [21] que a 

reação de desadsorção dos ditiocarbamatos em ouro deverá ser próximo de ½ eletrão 

por átomo de enxofre (valor estimado por XPS), propondo a reação seguinte, 

AuS2CNR2+ e- → Au(0) + -S2CNR2 

Nos elétrodos modificados na presença de AuNPs, foi também considerada a 

transferência de 1 eletrão por molécula de CS2/DTC ligada diretamente ao Au (111). 

  

Tabela 3.2 – Valores dos potenciais de redução e cobertura de superfície obtidos a 

partir dos voltamogramas cíclicos dos elétrodos modificados na figura 3.6 e 3.7. 

 
* 

Assumindo 1e
-
 por molécula CS2 ou DTC;

 

 

Confrontando os valores de coberturas superficiais obtidos para os compostos 

eletroativos, epinefrina e triptofano, com os valores da quantidade de átomos enxofre 

desadsorvidos pode-se constatar que, i) em solução orgânica, o aumento da 

quantidade de moléculas de triptofano devido à presença de AuNPs (tabela 3.1), está 

em concordância com o aumento da cobertura de enxofre (26 %, tabela 3.2) e nos 

elétrodos modificados com a epinefrina e AuNPs, o aumento da concentração 
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superficial de átomos de enxofre é consideravelmente mais pequena (22 %) que obtida 

durante a conversão redox da epinefrina, sugerindo que a grande parte das moléculas 

de epinefrina estarão adsorvidas à superfície das AuNPs (tabela 3.1); ii) em soluções 

aquosas, a quantidade de átomos de enxofre no elétrodo modificado com 

CS2/triptofano/AuNPs aumenta significativamente ( 60 %), comparativamente ao 

elétrodo modificado com CS2/triptofano, estando em concordância com a quantidade 

de moléculas de triptofano estimado (figura 3.6 d, tabela 3.1).   

Estes resultados demonstram que, se o número de átomos de enxofre 

aumentou na presença de NPs, considerando que apenas um S do CS2 está ligado ao 

ouro, a quantidade de átomos de enxofre detetada diz respeito não só aos átomos 

ligados diretamente ligados ao Au (111) mas também a alguns ligados às AuNPs nas 

imediações do elétrodo. 

 Com o objetivo de confirmar a presença dos compostos adsorvidos na 

superfície de ouro foram realizadas análises de XPS aos elétrodos modificados 

AuNPs/CS2, CS2/Epinefrina e AuNPs/CS2/Epinefrina, que possibilitou a deteção das 

bandas de ionização dos elementos químicos dos compostos adsorvidos no ouro. 

A figura 3.8 mostra a banda de energia de ionização S2p. A banda de ionização 

S2p nos elétrodos CS2/epinefrina e CS2 /AuNPs/ epinefrina ostenta a ligação típica 

metal-enxofre, e pode ser desdobrada em dois dubletos S2p3/2 e S2p1/2 com energia de 

ligação (BE) de 162.7 eV para S2p3/2 e 164 eV para S2p1/2. Os valores de BE 

apresentados estão de acordo com a literatura para a formação in situ de 

ditiocarbamatos em ouro [13, 21], no entanto estão ligeiramente superiores aos 

descritos para SAMs de ditiocarbamatos puros (S2p3/2 ≈ 162 eV [21]) e um pouco 

inferiores aos encontrados para tióis ou dissulfuretos livres (≈ 163.7 eV [38, 39]). Da 

mesma forma que foi reportado para estruturas 2D e 3D (com nanopartículas) para 

SAMs de alcanotióis de cadeia curta [40], a BE S2p é similar nos elétrodos modificados 

na presença ou não de AuNPs. O espetro de XPS para o elétrodo modificado apenas 

com AuNPs e CS2 (figura 3.8a) também revela a ligação ouro-enxofre com uma energia 

de ligação para S2p3/2 de 162.2 eV [41]. É de salientar que não foram detetados outras 

espécies de enxofre ou de azoto nestas amostras. Em contraste, as amostras contendo 

epinefrina exibem bandas de ionização N1s com BE de 400.9 eV [42]. Todas as 
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amostras exibiram a banda C1s com BE  285.9 eV [42]. Ambos os valores de BE da N1s 

e C1s estão próximos dos reportados para uma ligação CN, deverá ser proveniente 

dos ditiocarbamatos [13, 21, 42]. Devido à baixa quantidade dos compostos adsorvidos 

nos elétrodos, não foi possível identificar com maior precisão as energias de ligação 

atribuídas à ligação Au-S2C-N de um DTC e à ligação Au-S2C do CS2 numa mesma 

amostra, nem a distinção da ligação NP-S-C-S-Au (111), presente nos elétrodos 

modificados na presença de NPs. Não obstante, a informação qualitativa fornecida 

pelas energias de ligação confirmam uma ligação forte, com um caráter covalente, 

entre os átomos de enxofre e a superfície de ouro em todas as amostras estudadas. 

 

 

Figure 3.8 – Espetros de XPS das bandas de energias de ionização S2p, C1s, N1s dos 

compostos imobilizados nos elétrodos com CS2, epinefrina, na presença ou ausência de 

AuNPs. 



 

Capítulo 3 - Formação in situ de ditiocarbamatos para a construção de biossensores 

 

85 

 

 

Após a confirmação da reação em meio orgânico e aquoso com as AuNPs de 20 

nm, empregou-se a metodologia às AuNPs de  5 nm e PtNPs de  3 nm. Nestes 

ensaios eletroquímicos, estudou-se o comportamento redox dos elétrodos 

modificados com a epinefrina e o triptofano, preparados em meio orgânico e aquoso 

no caso da epinefrina (na presença de AuNPs de 5 nm e PtNPs de 3 nm) e apenas em 

tampão fosfato pH 7.4 nos elétrodos modificados com as PtNPs e o triptofano. Estes 

estudos foram complementados com a caracterização da morfologia das superfícies 

preparadas. 

Na figura 3.9a e b encontram-se os voltamogramas cíclicos obtidos para os 

elétrodos modificados com epinefrina (preparados em etanol e tampão fosfato pH 7.4, 

respetivamente), observando os processos redox da epinefrina juntamente a um 

aumento da densidade de corrente devido à presença das nanopartículas, 

independentemente da natureza da nanopartícula. Este tipo de comportamento é o 

esperado para a epinefrina [17], mostrando, mais uma vez, que a transferência dos 2 

eletrões é precedida por uma protonação com o mesmo número de protões 

envolvidos no mecanismo de oxidação epinefrina. Por sua vez, na figura 3.9c e d é 

visualizado o comportamento eletroquímico esperado para o aminoácido estudado, 

tanto em meio orgânico como aquoso, verificando-se novamente a resposta 

assimétrica do aminoácido estudado, com a particularidade de, o valor absoluto de 

corrente para o pico da oxidação é muito maior do que o da reação de redução.  
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Figura 3.9 – Voltamogramas cíclicos do ouro modificado, com CS2/epinefrina e 

CS2/triptofano, na presença e ausência de Au e Pt NPs (5 e 3 nm): a) e b) em etanol; c) 

e d) em soluções aquosas (tampão fosfato, pH 7.4), respetivamente; 0.1 M H2SO4,  = 

50 mV s-1; representação gráfica de j versus ν apenas para as superfícies modificadas 

com PtNPs (3 nm). 

 

 

Os valores de cobertura superficial (processo de oxidação) e os parâmetros 

eletroquimicos (E1/2 e Ep) dos processos redox dos voltamogramas cíclicos 

representados na figura 3.9 encontram-se na tabela 3.3. Os resultados obtidos para os 

elétrodos modificados com epinefrina e Au e Pt NPs, preparados em meio orgânico e 

aquoso, (figura 3.9a e b, respetivamente) demonstram que os E1/2 e Ep observados 

são semelhantes aos determinados nas superfícies modificadas com AuNPs de 20 nm 

(figura 3.3), atribuídos à conversão das formas, hidroquinona/quinona, da epinefrina 

(figura 3.2). Nos ensaios eletroquímicos das superfícies funcionalizadas com triptofano, 

na presença apenas de PtNPs, observou-se, que a reação de oxidação do aminoácido 
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ocorreu em maior extensão do que a redução, como anteriormente verificado [17]. 

Através da determinação da cobertura superficial de elétrodos modificados, 

constatou-se que a quantidade imobilizada de cada composto é superior nos elétrodos 

modificados devido à presença de nanopartículas, comparativamente aos elétrodos 

modificados na ausência das NPs. Os resultados obtidos pelas Au e Pt NPs, tanto em 

meio orgânico como aquoso, quer com a epinefrina ou triptofano são bastante 

similares, corroborando as conclusões retiradas anteriormente, tanto sobre a 

estabilidade da ligação ditiocarbamato às nanopartículas (comprovada pela resposta 

linear entre a densidade de corrente dos picos dos processos redox e a velocidade de 

varrimento), como sobre o papel fundamental do CS2 na adsorção de nanopartículas, 

especialmente em meio orgânico, demonstrando a aplicabilidade desta metodologia a 

outros tipos (natureza, tamanho) das nanopartículas.  

 

 

Tabela 3.3 - Valores de E1/2, ΔEp e cobertura superficial obtidos a partir dos 

voltamogramas cíclicos dos elétrodos modificados exibidos na figura 3.9. 

 

 

 

A caraterização morfológica dos elétrodos modificados foi realizada por 

microscopia de força atómica (AFM) pois esta técnica permite comprovar com clareza 

a presença de nanoestruturas e avaliar a sua distribuição na superfície do elétrodo.  

Na figura 3.10a é possível observar os terraços monoatómicos típicos do Au 

(111) juntamente com nanopartículas, possivelmente modificadas com CS2/epinefrina, 
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com diâmetros médios de 34 ± 7 nm. Na figura 3.9b e c os diâmetros médios 

estimados para as AuNPs funcionalizadas com triptofano, preparadas em meio 

orgânico e aquoso, são de 33 ± 6 e 30 ± 8 nm, respetivamente. Este aumento do 

diâmetro das AuNPs, relativamente às AuNPs/citrato puras (22 ± 6 nm figura 3.10a), 

corrobora a modificação das AuNPs após o processo de incubação dos respetivos 

compostos. 

 

 

Figura 3.10 – Imagens de AFM (750 × 750 nm2) dos elétrodos modificados com a) 

AuNPs/ CS2/epinefrina, etanol, z = 20 nm; b) AuNPs/CS2/triptofano, etanol, z = 20 nm, 

e c) AuNPs/ CS2/triptofano, água, z = 42 nm; Para cada imagem é apresentado um 

perfil e a distribuição de tamanho de partícula correspondente. 
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A morfologia dos elétrodos de ouro modificados através da reação entre CS2, 

PtNPs (3 nm), epinefrina e triptofano preparados em meio orgânico e aquoso, foi 

também analisada por AFM. As imagens da figura 3.11 mostram a presença de 

nanopartículas na superfície de ouro e também de pequenos aglomerados, com 

tamanhos médios que variam entre 15 e 25 nm. Estes valores são ligeiramente 

elevados aos esperados para nanoparticulas de 3 nm modificadas por moléculas com  

2 nm (tamanho aproximado da epinferina determinado por Chemsketch), no entanto 

este valor deverá estar afetado pela limitação da resolução lateral das pontas de AFM 

com cerca de 10-15 nm de diâmetros, o que poderá influenciar a medição de partículas 

com apenas alguns diâmetros de tamanho [43]. 

É de salientar que, comparativamente aos elétrodos modificados na presença 

de AuNPs de 20 nm, o número de partículas aumentou significativamente, no entanto 

a quantidade de composto (epinefrina e triptofano) imobilizada poderá ser inferior, 

tendo em conta os resultados eletroquímicos obtidos (valores absolutos de densidade 

de corrente dos processos redox e cobertura superficial). 
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Figura 3.11 – Imagens de AFM (750 × 750 nm2) dos elétrodos modificados, na presença 

de PtNPs, preparados em etanol ou tampão fosfato (pH 7.4), respetivamente: 

CS2/epinefrina (A e B), CS2/triptofano (C e D). Para cada imagem é apresentado um 

histograma com a distribuição de tamanho de partícula e o diâmetro médio 

determinado. 

 

É possível visualizar nas imagens de AFM dos elétrodos modificados (figura 3.10 

e 3.11) alguns espaços onde não estão ligadas NPs. Considerando a espontaneidade da 

metodologia empregue, supõe-se que estas zonas deverão corresponder a moléculas 

de CS2 ou de ditiocarbamatos que não reagiram com as NPs. O motivo pelo qual 

algumas moléculas de CS2, que se ligaram demasiado rápido ao elétrodo, não terem 

reagido com os grupos amina poderá ser explicado, em parte, pelo fato de o CS2 

quando adsorvido diretamente na superfície do ouro não reagir, posteriormente, com 

os compostos eletroativos estudados. Presume-se que, devido à estrutura de 

ressonância formada na presença do elétrodo de ouro, pelo CS2, os átomos de carbono 

deverão ficar com excesso de carga negativa devido ao deslocamento de um par de 

eletrões, livre, de ambos os átomos de enxofre, logo a ligação das aminas não irá 
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ocorrer na mesma extensão que se ambos os compostos reagirem simultaneamente 

na presença do ouro. 

 

A caraterização das nanopartículas metálicas (Au e Pt NPs) utilizadas neste 

trabalho (sintetizadas pelo método Turkevich e de Solla-Gullón, capítulo 2, secção 2.2.) 

foi inicialmente realizada por microscopia de transmissão eletrónica (TEM). Foi 

possível verificar, pelos histogramas da distribuição de tamanho que, o diâmetro 

médio das nanopartículas está de acordo com o esperado, tendo em conta o método 

de síntese utilizado para obter cada amostra. 

 

 

 

Figura 3.12 - Imagens das suspensões coloidais de nanopartículas metálicas utilizadas 

neste trabalho, preparadas pelos métodos de Solla-Gullón (Tamb) e de Turkevich 

(100°C). 

 

As suspensões coloidais de AuNPs de 20 nm antes e após a formação de 

ditiocarbamatos foram também caraterizadas por AFM e por espetroscopia de UV-

visível. Na figura 3.13 exibem-se as imagens obtidas, os perfis topográficos e os 

histogramas da distribuição de tamanhos das AuNPs. A partir destes resultados foi 

possível determinar que o diâmetro médio das AuNPs é de, aproximadamente, 22 nm. 

Observou-se que as AuNPs em contato com o CS2 apresentam uma propensão para 
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formar pequenos agregados ( 35 nm) (figura 3.12b). Contudo, na presença de 

composto contendo aminas, esta agregação foi minimizada, podendo visualizar-se 

nanopartículas de maior tamanho, (55 ±13 nm e 60 ± 12nm) que deverão 

corresponder as AuNPs funcionalizadas com CS2 e epinefrina ou triptofano, 

respetivamente. Adicionalmente verificou-se que os diâmetros médios das AuNPs 

funcionalizadas ligadas à superfície do ouro (figura 3.10) são mais pequenos do que 

aqueles obtidos quando a reação ocorre em suspensão coloidal (figura 3.13), na 

ausência do elétrodo de Au (111) planar, mas maiores em comparação com os 

diâmetros de AuNPs puras. Este facto pode ser explicado pela rápida interação das 

AuNPs, CS2 e epinefrina ou triptofano, e consequente adsorção à superfície do 

elétrodo evitando a agregação de AuNPs.  

 

 

 

Figura 3.13 – Imagens topográficas obtidas por AFM (750 × 750 nm2, z = 15 nm) da 

superfície de mica após deposição de uma gota das suspensões coloidais de a) AuNPs 

puras, b) AuNPs/CS2, c) AuNPs/ CS2/epinefrina, d) AuNPs/CS2/triptofano, preparadas 

em meio orgânico. Para cada imagem é apresentado um perfil e a distribuição de 

tamanho de partícula correspondente. 
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O espetro de UV-vis das AuNPs, com diâmetro médio de 20 nm, em suspensão 

coloidal exibe a banda caraterística deste tipo de nanomateriais a 522 nm (figura 3.10) 

[27], que está de acordo com o reportado para AuNPs com um diâmetro aproximado 

de 20 nm [26-28], corroborando os tamanhos médios observados nas imagens de 

AFM. Através dos espetros obtidos (figura 3.11), foi possível seguir a banda de 

ressonância do plasmão de superfície das AuNPs, onde se verificou a modificação 

desta e a possível formação de agregados, pelo desvio desta mesma banda para 

valores mais positivos. Os espectros obtidos para as suspensões coloidais das AuNPs 

modificadas exibem a banda entre os comprimentos de onda de 524 e 530 nm como 

esperado para as AuNPs com tamanhos entre 35 – 68 nm [44]. No espetro das AuNPs 

modificadas com CS2 e epinefrina (fig 3.14) é de salientar o aparecimento de um banda 

a 650 nm, deverá ser atribuída à presença de agregados de AuNPs na suspensão na 

coloidal. Este facto poderá ter sido causado pela presença do CS2 que pode promover a 

ligação de duas NPs através dos 2 átomos de enxofre, originado um conjunto de 

nanopartículas (agregados) de maiores dimensões. 
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Figura 3.14 - Espetros de UV-visível das AuNPs ( 20 nm) antes e após a reação com 

CS2, CS2 e epinefrina, CS2 e triptofano e CS2 e glucose oxidase, em suspensão coloidal, 

preparadas em meio aquoso. 

Estes resultados possibilitaram demonstrar que tanto a epinefrina como o 

triptofano podem ser imobilizados, num só passo, com eficácia, na presença de AuNPs, 

em elétrodos de ouro planos, através da formação de grupos ditiocarbamatos. A 

adição de nanopartículas revelou-se particularmente importante para aumentar a 

cobertura dos compostos eletroativos, especialmente do aminoácido nos elétrodos 

preparados em meios aquosos, tal como foi confirmado pelos estudos redox e também 

através da quantidade total de átomos de enxofre desadsorvidos electroquimicamente 

da superfície do elétrodo. A caracterização morfológicas dos elétrodos suportam ainda 

as conclusões mencionadas anteriormente, reforçando a versatilidade e o sucesso da 

metodologia em meio aquoso para poder ser usada com outras nanopartículas (em 

particular, de metais não-nobres) e com compostos biológicos. Deste modo, testou-se 

a imobilização da glucose oxidase utilizando este procedimento de um só passo, 

avaliando-se a atividade catalítica do enzima após a sua imobilização no elétrodo. 

 

3.1.2 Atividade catalítica da Glucose Oxidase  

 

A glucose oxidase (GOx) possui um centro redox, o dinucleótido de flavina-

adenina (FAD), que catalisa a oxidação da glucose a gluconolactona e tem sido 

extensamente estudada para monitorizar os níveis de glucose em diabéticos. Este 

enzima, possui, naturalmente, um grande número de aminoácidos, com aminas 

primárias e secundárias, que podem ser imobilizadas através desta reação com o CS2, 

pela formação in situ de ditiocarbamatos, na presença de AuNPs. A metodologia de 

imobilização envolveu a reação, num só passo, entre o CS2 (1 mM), AuNPs (4 nM) e 

Glucose Oxidase (1 mg/ml), em meio aquoso e é ilustrada na figura 3.1.  

A atividade catalítica do enzima foi estudada electroquimicamente através de 

três reações diferentes: i) redução do H2O2 formado, ii) oxidação do mediador redox 

que se reduziu para regenerar o enzima após oxidação do substrato e iii) reação de 

transferência eletrónica direta entre o centro ativo do enzima e o elétrodo. No 
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primeiro caso, a reação enzimática estudada, na presença de O2 [45], permitiu detetar 

por voltametria cíclica a presença de H2O2 formado durante a reação enzimática, 

conforme as seguintes equações (13-15) e o esquema ilustrado na figura 3.15. 

 

GOx(FAD) + Glucose  GOx (FADH2) + Gluconolactona    (eq. 13) 

GOx(FADH2) + O2  GOx(FAD) + H2O2                                                    (eq. 14) 

H2O2 + 2H+ + 2 e-  2 H2O                                                        (eq. 15) 

 

 
Figura 3.15 – Esquema representativo da reação da atividade enzimática da GOx na 

presença de O2.  

 

A figura 3.16 mostra os voltamogramas cíclicos obtidos para o elétrodo 

modificado com CS2/AuNPs/GOx, em solução tampão fosfato saturada com O2 e na 

presença de diversas concentrações de glucose (entre 0.5 e 35 mM). Foi possível 

observar um aumento do pico catódico (Ep
red 

 - 0.55 V), com o aumento da 

concentração de glucose no eletrólito, atribuído à redução do H2O2. Na figura 3.16 é 

observada uma relação linear entre a concentração de glucose (de 0.5 a 31 mM) e o 

aumento da densidade de corrente do pico de redução do H2O2, indicando que a GOx 

imobilizada, depois de ter oxidado a glucose, reagiu com o O2, produzindo quantidade 

suficiente de H2O2 para este ser detetado electroquimicamente. Este processo 

catódico foi também detetado a valores próximos aos observados nos voltamogramas 

ciclicos da figura 3.16 em superfícies modificadas com nanopartículas de Ag e GOx [45, 

46] e em elétrodos de carbono mas com outro enzima imobilizado, a HRP [47]. 

Na ausência de GOx, para as concentrações de glucose de 1 e 35 mM, este 

processo de redução não é detetado (figura 3.16b), demostrando-se que a GOx se 

encontra biologicamente ativa após a etapa de imobilização na superfície de ouro, na 

presença de CS2 e de AuNPs. 
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Figura 3.16 – Voltamogramas cíclicos de Au modificado com a) AuNPs/ CS2/ GOx após 

adições sucessivas de Glucose; b) AuNPs/ CS2/ GOx e AuNPs/CS2, com 1 e 35 mM de 

glucose. Todos os ensaios foram registados a 50 mV s-1, em solução de PB (pH 7.4). 

 

De forma a estudar com maior precisão a resposta catalítica da superfície 

modificada com CS2/AuNPs/GOx, recorreu-se ao uso de um mediador redox, de forma 

a facilitar e mediar a transferência eletrónica do par redox FAD/FADH2 e o elétrodo. 

As equações (16-18) descrevem o processo que ocorre numa superfície 

modificada com GOx, na presença de um mediador de transferência eletrónica [17, 48-

50]. Neste trabalho foram utilizados dois mediadores redox, o ácido 

ferrocenomonocarboxílico (FMCA) e o ácido ferrocenodicarboxílico (FDCA).  
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Os derivados de ferroceno são dos compostos mais utilizados na mediação da 

reação enzimática entre a GOx e o substrato glucose [51, 52], visto que este tipo de 

compostos obedece aos principais requisitos que um mediador redox tem que possuir, 

tais como, reagir rapidamente com o enzima reduzido; apresentar uma cinética 

heterogénea reversível; ser independente do pH; ser estável nas suas formas oxidadas 

e reduzidas estáveis.  

A GOx(FAD) oxida a glucose, formando a gluconolactona e posteriormente, a 

GOx(FADH2) vai reagir com o ferroceno oxidado, reduzindo este, e oxidando-se (figura 

3.17). O potencial a que ocorre este processo é o potencial correspondente à oxidação 

do ferroceno, pois este só reage com a GOx reduzida quando está no estado oxidado.  

 

GOx(FAD) + Glucose → GOx(FADH2) + Gluconolactona              (eq. 16) 

GOx(FADH2) + 2 Mediador+ → GOx(FAD) + 2 Mediador + 2H+  (eq. 17) 

2 Mediador→ 2 Mediador+ + 2e−                                                    (eq. 18) 

 

 

 

Figura 3.17 - Esquema representativo da reação da atividade enzimática da GOx na 

presença de um mediador redox 

 

Na figura 3.18 encontram-se os voltamogramas cíclicos da resposta 

eletroquímica dos elétrodos modificados com CS2, CS2/GOx, CS2/AuNPs e 

CS3/AuNPs/GOx em solução tampão fosfato (pH 7.4) contendo 0.1 mM FDCA, a uma 

concentração fixa de glucose (0.5 mM). O voltamagrama cíclico obtido para o elétrodo 

modificado com o CS2 exibe um processo redox reversível com E1/2= 0.40 V e ΔEp= 0.07 

V, a uma velocidade de varrimento de 5 mVs-1, atribuído à oxidação e redução do 

FDCA. Na presença de AuNPs, a densidade de corrente aumenta, devido ao aumento 
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da área superfícial do elétrodo que está disponível para oxidar e reduzir o mediador. A 

corrente de oxidação da resposta catalítica do elétrodo com CS2/GOx aumenta 

significativamente, contudo o maior aumento de sinal é observado no elétrodo 

modificado na presença das AuNPs. Este aumento do pico anódico do ferroceno é 

consequência reação enzimática da GOx com a glucose, demonstrando o sucesso desta 

metodologia na imobilização da GOX e na preservação da atividade biológica do 

enzima.  

 

Figura 3.18 - Voltamogramas cíclicos do Au modificado com, a) CS2/AuNPs/GOx, CS2 e 

CS2/AuNPs, a de 5 mV s-1, em solução de PBS (pH 7.4), contendo 0.1 mM FDCA, com 

0.50 mM Glucose 

 

Os voltamogramas cíclicos apresentados na figura 3.19 mostram a resposta 

enzimática da GOx imobilizada via CS2 no elétrodo, na presença de AuNPs, após várias 

adições de substrato. Observou-se o aumento da densidade de corrente do processo 

de oxidação do FMCA até uma concentração de 50 mM de glucose (figura 3.19). 

Nestes ensaios foi testado um mediador redox diferente do utilizado nos ensaios 

anteriores, pois observou-se que a baixa solubilidade do FDCA em soluções 

tamponadas dificultava a obtenção de resultados após várias adições de glucose. O 

pico anódico observado a 0.33 V é atribuído à reação de oxidação do ferroceno a 

catião ferricínio, devido à oxidação enzimática da glucose a gluconolactona, 

aumentando linearmente (figura 3.19) com sucessivas adições de glucose. A gama de 
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resposta do elétrodo modificado é entre 3 e 30 mM, obtendo-se a partir desta 

concentração um patamar estável de corrente que corresponde à saturação do 

enzima. A representação de Michaelis-Menten é exibida na figura 3.19b, permite a 

determinação da sensibilidade do biossensor e da determinação da constante de 

Michaelis-Menten (KM
app), através da linearização de Lineweaver-Burk (figura 3.19b). 

Os valores de KM
app e da sensibilidade são de 21 mM e 274 mA M-1 cm-2, 

respetivamente.  

 

 

Figura 3.19 – a) Voltamogramas cíclicos do Au modificado com CS2/ AuNPs/GOx, a 5 

mV s-1, em solução de PBS (pH 7.4), contendo 0.1 mM FMCA, após sucessivas adições 

de glucose (0-50 mM); b) Representação da curva de Michaelis-Menten, |j-j0| vs. 

[glucose]; c) Representação gráfica da Linearização Lineweaver – Burk, 1/|j-j0| vs. 

1/[glucose];𝑦 = (1.190 ± 0.030)𝑥 + (0.053 ± 0.002). 

 

 O valor de KM
app é inferior ao reportado na literatura para a GOx em solução, 

33 mM [53] e consistente com os valores descritos para a GOx imobilizada por outros 

métodos tais como, sol-gel [54] (22 mM), formação filmes de polipirrolo [55] (19 mM) 

ou de Nafion (14.91 mM) [56]. A sensibilidade estimada a partir da representação de 

Michaelis-Menten é significativamente superior à reportada para elétrodos de carbono 

vítreo com GOx e nanopartículas de NdPO4 [3], ou polímeros condutores [57]. Estes 

resultados demonstram que o processo de imobilização do enzima não prejudicou a 

sua atividade biológica, mantendo o seu centro ativo disponível para catalisar a 

glucose. 
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Para efeitos comparativos, foram realizados ensaios catalíticos com o elétrodo 

modificado com CS2 e GOx na ausência de nanopartículas (figura 3.20), usando o FMCA 

como mediador. Como se pode observar, as densidades de corrente são 

significativamente inferiores comparativamente às obtidas nos elétrodos modificados 

na presença de AuNPs, no entanto a densidade de corrente do pico de oxidação do 

mediador aumenta com o aumento da quantidade de glucose em solução, indicando 

que a GOx permanece ativa na superfície do elétrodo e que catalisa o substrato até 

ficar saturada. Os parâmetros analíticos determinados pela curva de Michaelis-Menten 

representada na figura 3.20b forneceram informação sobre a gama linear a que o 

biossensor responde, 3 a 30 mM com uma sensibilidade de 48 mA M-1 cm- 2, enquanto 

a partir Linearização Lineweaver – Burk exibida na figura 3.20c, determinou-se uma 

KM
app do enzima imobilizado, que é de 21 mM. Como referenciado anteriormente, este 

valor encontra-se da gama descrita na literatura para a GOx adsorvida nos elétrodos 

[56, 58], no entanto é bastante próximo do estimado para o elétrodo modificado na 

presença de AuNPs. Este facto pode ser justificado pelo nível de afinidade entre a GOx 

e a glucose (enzima-substrato) ser similar para ambos os elétrodos, obtendo-se valores 

KM
app próximos. 

 

Figura 3.20 – a) Voltamogramas cíclicos do Au modificado com CS2/GOx, a 5 mV s-1, em 

solução de PBS (pH 7.4), contendo 0.1 mM ácido ferrocenomocarboxílico, após 

sucessivas adições de glucose (0-40 mM); b) Representação da curva de Michaelis-

Menten, |j-j0| vs. [glucose]; c) Representação gráfica da Linearização Lineweaver – 

Burk, 1/|j-j0| vs. 1/[glucose]; 𝑦 = (6.361 ± 0.280)𝑥 + (0.310 ± 0.164). 
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Uma das principais vantagens da utilização de AuNPs na modificação dos 

elétrodos é não só aumentar a área superficial do elétrodo mas também poder 

facilitar, devido à sua estrutura eletrónica, a transferência eletrónica direta entre o 

centro ativo do enzima e o elétrodo de ouro (eq. 19, figura 3.21). Contudo, esta reação 

de transferência eletrónica direta entre o centro ativo FAD e a superfície de ouro é 

dificultada por diversos fatores, tais como, a orientação do enzima e do centro ativo 

após a sua imobilização, distância entre o centro ativo e o elétrodo, presença de 

mediadores “naturais” (O2) [51].  

GOx(FAD) + 2e− +2H+ ↔ GOx(FADH2)           (eq. 19) 

 

 

Figura 3.21 – Esquema representativo da transferência eletrónica direta entre a GOx e 

a superfície do elétrodo  

 

Os voltamogramas cíclicos registados na ausência de oxigénio estão 

representados na figura 3.22, foram obtidos em tampão fosfato salino (PBS pH 7.4). Os 

processos detetados a -0.23 V e a -0.19 V, apesar de não serem muito notórios a 

velocidades mais baixas, deverão ser atribuídos à reação redox do FAD/FADH2 do 

enzima [59]. Lo Gorton e seus colaboradores [60, 61] reportam diversos estudos onde 

investigam os processos redox do FAD, descrevendo que os potenciais mais prováveis 

de se verificar a reação redox a -0.21 V, em condições de pH semelhantes. 

Considerando que o FAD não se encontra covalentemente ligado à GOx, este pode, 

devido ao processo de adsorção, libertar-se do enzima e ficar livre ou ligar-se a outro 

local mais próximo do elétrodo. Desta forma poderá considerar-se que o FAD da GOx 

poderá ter-se ligado, ou às AuNPs ou à superfície do elétrodo, facilitando a ocorrência, 

especialmente, da reação de redução a FADH2 [60-62].  
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Figura 3.22 - Voltamogramas cíclicos do Au modificado com CS2 /AuNPs/GOx, a várias 

velocidades de varrimentos (5-200 mV s-1) em PB (pH 7.4) e a representação gráfica de 

jp versus ν. 

 

Nos ensaios realizados não ausência de AuNPs (figura 3.23), não foi detetado 

este processo redox, corroborando que a presença das nanoestruturas deverá facilitar 

a ocorrência desta reação. A densidade de corrente de redução e oxidação aumenta 

linearmente com a velocidade de varrimento (figura 3.22a) sugerindo que o processo 

redox deverá ser um processo de superfície controlado por transferência de carga, 

envolvendo a transferência de dois eletrões, como é descrito na equação 7 e ilustrado 

no esquema da figura 3.21. 
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Figura 3.23 - Voltamogramas cíclicos do elétrodo modificado com, CS2 /AuNPs/GOx em 

solução tampão-fosfato PB (pH 7.4) e CS2/GOx, a 200 mVs- 1, em solução PB desarejada 

com N2.  

 

A morfologia dos elétrodos modificados com CS2/AuNPs/GOx, obtidas por AFM, 

são apresentadas na figura 3.24. Foi possível observar que a superfície do Au (111) 

está coberta com um filme com glóbulos com dimensões de 40 ± 6 nm, que exibem um 

grande contraste na imagem de fase. Estas estruturas podem ser atribuídas às AuNPs 

biofuncionalizadas com CS2/GOx, considerando que na superfície modificada apenas 

com CS2/GOx (figura 3.25) [17] estas não foram visíveis. 

As figuras 3.26a e b foram obtidas após a colocação de uma gota da suspensão 

coloidal de AuNPs e GOx, com e sem CS2, numa superfície de mica. Foi possível 

constatar o aumento do diâmetro das AuNPs modificadas na presença de CS2 e GOx, 

relativamente às AuNPs puras (figura 3.13), apresentando formas bastante distintas. 

Devido à larga distribuição de diâmetros das AuNPs modificadas com CS2 e GOx, 

representou-se o seu tamanho segundo uma distribuição bimodal Gaussiana, obtendo 

os máximos em 42 e 75 nm. É de notar que, na ausência de CS2, as AuNPs apresentam 

diâmetros similares aos verificados sem qualquer tipo de modificação (figura 3.26), 

validando a importância do CS2 nesta reação de biofuncionalização de superfícies de 

ouro.  
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Figura 3.24 –  Imagens de AFM de topografia e de fase dos eléctrodos modificados com 

AuNPs/CS2/GOx, (750 × 750 nm2), com o perfil e a distribuição de tamanho de partícula 

correspondente. 

 

 

Figura 3.25 –  Imagens de AFM (750 × 750 nm2) de topografia e de fase das superficies 

de ouro modificadas com CS2/GOx,. 
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Figura 3.26 – Imagens de AFM (750 × 750 nm2) da superfície de mica após a colocação 

de uma gota das AuNPs modificadas com glucose oxidase (z = 15 nm) na presença a) e 

ausência b) de CS2. Os perfis topográficos e os correspondentes histogramas da 

distribuição são mostrados para cada imagem. O histograma da figura 3.21b foi 

ajustado com base numa distribuição Gaussiana bimodal. 

 

Nos espetros de UV-vis da figura 3.27 observaram-se desvios do comprimento 

de onda da banda de ressonância do plasmão de superfície das AuNPs ( 20 nm), 

localizada a  520 nm, para valores de comprimento de onda ligeiramente maiores 

(529 nm) e diminuição da intensidade da banda, ambos originados pelo aumento do 

tamanho das AuNPs devido a adsorção dos compostos. 

Em analogia ao discutido na secção 3.1.1, as AuNPs modificadas com CS2 e GOx 

e adsorvidas nos elétrodos de ouro apresentam diâmetros menores e formas menos 

irregulares do que os observados em mica, como mostrado na figura 3.24a, o que deve 

ser uma consequência da rápida adsorção das AuNPs no Au (111). 
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Figura 3.27 – Espetros de UV-visível das AuNPs ( 20 nm) antes e após modificação 

com CS2/GOx e apenas GOx, em suspensão coloidal. 

 

A imobilização da GOx num só passo via CS2 e na presença de AuNPs, e a 

preservação da sua atividade biológica foi comprovada pelos resultados obtidos por 

voltametria cíclica, seguindo-se o aumento significativo da oxidação do mediador de 

ferroceno e a redução de H2O2 formado, com a adição de glucose. A caracterização 

morfológica dos elétrodos modificados suporta a viabilidade desta metodologia 

simples. A utilização deste método simples e versátil terá certamente impacto na 

preparação de biossensores, relativamente aos métodos existentes, podendo ser 

aplicado com outros enzimas e com outro tipo de nanomateriais, como é demonstrado 

de seguida. 

 

3.2 Nanoestruturas magnéticas de óxido de ferro 

 

A investigação sobre a imobilização de biomoléculas em superfícies 

semicondutoras de óxidos metálicos, tais como, nanopartículas magnéticas, tem vindo 

a aumentar, uma vez que estes nanomateriais, aliados às suas características 

superparamagnéticas, asseguram a preservação das propriedades de reconhecimento 
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biológico de enzimas em conjunto com uma amplificação do sinal eletroquímico [63-

66]. As nanoparticulas de óxidos metálicos apresentam uma excelente 

biocompatibilidade, grande área superficial específica e uma boa condutividade à 

nanoescala, que permite uma ligação eficiente dos centros catalíticos das proteínas 

[23, 67-69]. As nanopartículas magnéticas, tais como Fe3O4 (magnetite) e γ-Fe2O3 

(magemite), têm-se apresentado como uns dos candidatos mais promissores para o 

desenvolvimento de biossensores [70-72]. Estas podem ser facilmente preparadas por 

métodos de co-precipitação dos iões de Fe (III) e Fe (II) em soluções ácidas ou básicas, 

o que irá conferir às nanopartículas de magnetite propriedades hidrofílicas, com carga 

positiva ou carga negativa, respetivamente [73]. O solvente e compostos de 

revestimento são cuidadosamente escolhidos, de forma a evitar a agregação das 

partículas e atestar a formação de nanopartículas com tamanhos uniformes, e 

permitindo a funcionalização da superfície do óxido de ferro [74-77]. A qualidade da 

funcionalização da superfície das nanopartículas é crucial para uma eficiente aplicação 

deste tipo de plataformas em dispositivos biomédicos [78]. 

 A formação in situ de ditiocarbamatos (DTC) já foi apresentada na secção 

anterior como uma alternativa ao uso de monocamadas auto-montadas de alcanotióis 

em ouro para imobilizar biomoléculas. A interação entre as espécies de enxofre e 

óxidos metálicos foi recentemente discutida [79], destacando-se a relação qualitativa 

entre o hiato ótico dos óxidos metálicos e sua a reatividade perante o enxofre. Quanto 

menor o hiato ótico de um óxido de ferro (como é o caso de Fe3O4, cerca de 2.1) [80], 

maior é a interação com radicais de enxofre, uma vez que é mais fácil mover os 

eletrões de valência. Naturalmente, no caso dos óxidos com hiato ótico semelhante, 

existem outros fatores implícitos, tais como a morfologia, o número de centros 

metálicos e a presença e tipo de interstícios vazios de oxigénio, etc, que também 

determinam a interação com o enxofre. A eficiente ligação de tióis a nanopartículas de 

óxido de ferro foi provada pelo revestimento formado pelo aminoácido cisteína nas 

nanopartículas de Fe3O4 [81]. 

Recentemente, foi também demonstrado que, à semelhança das nanopartículas 

de ouro [18], o dissulfureto de carbono pode ser usado para ligar nanopartículas de 

óxido de ferro a um elétrodo de ouro. As superfícies electrocatalíticas foram testadas 

com sucesso para a reação de redução de oxigénio [82].  
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Neste trabalho, é proposto o uso de nanopartículas de óxido de ferro e a 

metodologia de um só passo anteriormente apresentada para modificar quimicamente 

superfícies de ouro com agregados nanocatalíticos de Lacase e Fe3O4. Esta reação 

simples baseia-se, em primeiro lugar, na formação in situ de ditiocarbamatos, pela 

reação entre grupos NH2 e CS2 que se ligarão a nanopartículas de Fe3O4, e em segundo 

lugar, sobre as moléculas de CS2 livres que ligam as nanopartículas modificadas à 

superfície. O esquema ilustrativo da metodologia de modificação de superfícies de 

ouro proposta neste trabalho é apresentado na figura 3.28. Moléculas pequenas 

contendo grupos amina (epinefrina e a hexilmetilamina) foram utilizadas para 

demonstrar o conceito da metodologia proposta, assim como o enzima Lacase é 

utilizado visando a preparação de um biossensor sensível a catálise do ABTS.  

O enzima Lacase é um oxidorredutase que contém quatro átomos de cobre 

classificados em T1, T2 e T3, capazes de catalisar a oxidação de orto e paradifenóis, 

polifenóis, bem como de alguns iões inorgânicos, em simultâneo com a redução de 

oxigénio a água [83]. Existem alguns estudos que relatam metodologias de 

imobilização de compostos biológicos, na sua maioria utilizando a glucose oxidase, em 

nanopartículas de Fe3O4, por meio de, ligações de covalentes [66, 70, 84], deposição 

camada-sob-camada [85] ou através de métodos de polimerização [86]. Muito embora 

já existam alguns estudos sobre a atividade catalítica da Lacase adsorvida 

covalentemente sobre a superfície das nanopartículas magnéticas, a maioria destes 

trabalhos utilizam nanopatículas de Fe3O4 revestidas com SiO2 [70, 86-88] e o 

glutaraldeído é o agente de ligação mais usado. A formação de filmes espontâneos de 

polidopamina é outra das metodologias que tem sido utilizada para funcionalizar 

nanopartículas de Fe3O4 com biomoléculas [70, 72]. Na maior parte destes 

procedimentos, os enzimas ligados às nanopartículas são depositados por drop-casting 

em elétrodos de carbono vítreo, avaliando-se electroquimicamente a sua atividade 

catalítica. 

A resposta catalítica da Lacase imobilizada nos elétrodos modificados neste 

trabalho foi testada para a deteção de 2,2' - azino -bis (ácido 3 - etilbenzotiazolina - 6 - 

sulfónico (ABTS). Considerando que o tamanho das nanopartículas de magnetite 

podem desempenhar um efeito direto no seu grau de oxidação e, por conseguinte, 

sobre a composição química e a condutividade (razão entre Fe2+/Fe3+) das 
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nanopartículas, investigou-se dois tamanhos de diâmetro médio (20 e 40 nm) e 

avaliou-se o seu desempenho eletroquímico. 

 

 

Figura 3.28 - Esquema representativo da metodologia usada para a funcionalização de 

superfícies de ouro com CS2 (1 mM), Fe3O4NPs (3 mg/mL), Lacase (1mg/ml).  

 

3.2.1 Caracterização morfológica e estrutural das nanoparticulas 

de Fe3O4 

Inicialmente, caraterizou-se as nanopartículas em suspensão coloidal por duas 

técnicas de microscopia, TEM e AFM. A figura 3.29 mostra as imagens obtidas por 

ambas as técnicas das nanopartículas de Fe3O4 preparadas em autoclave a 200C 

durante 3 e 24 h, com os correspondentes histogramas e perfis topográficos. Os 

histogramas da distribuição de tamanho (A e B) exibem diâmetros médios com 20 ± 5 

nm e 41 ± 9 nm, os quais são perfeitamente coincidentes com os perfis traçados nas 

imagens de AFM. Para simplificação, as amostras de Fe3O4NPs foram identificadas com 

os valores de 20 e 40 nm.  
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Figura 3.29 – Imagens das Fe3O4NPs preparadas em autoclave a 200C durante 3 h (A) 

e 24 h (B); linha superior: imagens de TEM e os correspondentes histogramas; linha 

inferior: imagens de AFM (1.0  1.0 µm2) das suspensões aquosas das nanopartículas 

de Fe3O4NPs, após colocação e secagem de uma gota numa superfície de mica e os 

perfis topográficos correspondentes. 

 

Os difratogramas obtidos por raios-X das amostras de Fe3O4NPs são 

apresentados na figura 3.30. Todos os picos de difração foram atribuídos à estrutura 

cúbica da magnetite, confirmando a pureza de ambas as amostras. O pico intenso a 

35.426 é conferido ao índice de Miller (311) do Fe3O4, como esperado para esta 

superfície de óxido metálico [81, 82, 89]. Os parâmetros da célula unitária foram 

estimados para as nanopartículas de 20 e 40 nm, a = 8.386(5) Å e a= 8.394(3) Å, 

respetivamente e estão de acordo com estudos anteriores [82, 89], confirmando a 

dependência do parâmetro da célula unitária com o tamanho médio da partícula. A 

amostra que foi aquecida a 200C durante 24 h mostra um parâmetro de célula (a= 

8.394(5) Å) próximo ao da magnetite pura (em massa) (a= 8.396 Å), o que está 

consistente com a presença de uma superfície menos oxidada, esperada para 

nanopartículas de maiores dimensões, devido à baixa razão área/volume superficial. 
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Figura 3.30 – Difratograma de raios-X das nanopartículas de Fe3O4NPs sintetizadas com 

tratamento térmico durante 3 e 24 h.  

 

3.2.2 Formação de ditiocarbamatos em suspensão coloidal  

 

 A amina secundária, hexilmetilamina (HMA), foi usada para reagir com o CS2 e 

Fe3O4NPs (40 nm) para confirmar a funcionalização das Fe3O4NPs em suspensão 

coloidal via formação in situ de grupos ditiocarbamatos. A caracterização por UV-

visível das suspensões aquosas e coloidais da CS2, HMA, Fe3O4NPs (40 nm) e 

CS2/Fe3O4NPs/HMA são apresentados na figura 3.31.  

As nanoparticulas de Fe3O4 de 40 nm, em suspensão coloidal, absorvem na 

gama de comprimentos de onda estudados, como reportado anteriormente [82]. A 

HMA exibe duas bandas de absorção nesta região, uma mais intensa a 250 e uma mais 

pequena a 288 nm (figura 3.31), enquanto as moléculas de CS2 absorvem a um 

comprimento de onda de, aproximadamente, 315 nm [19]], cuja intensidade é 

conhecida por diminuir significativamente ao longo do tempo, na presença de grupos 

amina. As nanopartículas modificadas, após a reação com o CS2, e HMA, foram 

exaustivamente lavadas, com o auxílio de um magnet, e re-suspendidas em tampão 

fosfato. A presença de bandas de absorção típicas para os ditiocarbamatos foram 

detetadas no espectro das Fe3O4NPs modificadas (linha vermelha, figura 3.31), através 

da visualização das bandas de 255 e 281 nm, consistentes com o reportado em outros 

estudos (260 e 290 nm) [15].  
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Figura 3.31 – Espectros de UV-visível para, CS2, HMA, Fe3O4NPs (40 nm) e 

CS2/Fe3O4NPs/HMA; (as concentrações dos compostos são: 0.25 mM de CS2, 0.50 mM 

de HMA) em tampão fosfato. 

 

3.2.3. Elétrodos modificados com compostos “modelo”  

 

O estudo da reatividade entre o CS2 e os grupos amina com formação in situ de 

grupos de ditiocarbamatos nas Fe3O4NPs foi efetuado usando uma molécula “modelo”, 

a epinefrina, já estudada na secção 3.1 deste capítulo. A voltametria cíclica foi usada 

para investigar a funcionalização de elétrodos de ouro com as Fe3O4NPs modificadas. 

Inicialmente e para provar a imobilização das Fe3O4NPs através CS2 investigou-

se a resposta eletroquímica, em condições acídicas, dos elétrodos modificados com CS2 

e Fe3O4NPs (40 nm). Os processos redox detetados (Ep
ox = 0.53 V e Ep

red = 0.41 V) 

demonstraram ser estáveis numa gama de potencial após vários ciclos, o que 

corresponde a uma transferência eletrónica que não é controlada por difusão. A 

dependência linear das correntes do pico anódico com a velocidade de varrimento é 

mostrada na figura 3.32a. Para efeitos comparativos também foi registado o 
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voltamograma cíclico correspondente à superfície de ouro modificada com CS2 (na 

ausência de NPs). O processo é atribuído à conversão eletroquímica do Fe(II)/Fe(III) das 

Fe3O4NPs, que apesar de não se encontrar bem documentada para nanopartículas de 

magnetite, é consistente com os valores dos potenciais registrados para magnetite 

maciça [90]. Adicionalmente, foi obtido um comportamento eletroquímico semelhante 

(2º e 10º ciclos) no elétrodo modificado com CS2/Fe3O4NPs (40 nm) em solução 

tampão fosfato (pH 7.4), observando-se um pequeno desvio dos potenciais para 

valores mais positivo (0.47 e 0.39 V), como é possível verificar no voltamograma cíclico 

representado na figura 3.33. As superfícies modificadas com nanopartículas de 

magnetite de 40 nm mostraram-se estáveis durante os ensaios eletroquímicos, após o 

varrimento de repetidos ciclos de potencial (10º ciclo é mostrado na figura 3.32) e 

realizados em solução acídica, como também foi demostrado pela relação linear obtida 

entre as densidades de corrente e a velocidade de varrimento. Esta estabilidade 

poderá ser devido à formação espontânea de um revestimento orgânico de moléculas 

de CS2 à superfície das nanopartículas e a uma ligação estável das nanopartículas ao 

elétrodo de ouro plano criada pelo CS2. 
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Figura 3.32 – Voltamogramas cíclicos (2º e 10º ciclos) dos elétrodos modificados com 

a) CS2/Fe3O4NPs (40 nm), em 0.1 M H2SO4, a 50 mVs-1; jp
ox versus ν; b) CS2/Epinefrina 

com e sem Fe3O4NPs, in 0.1 M H2SO4 e ν = 50 mV s-1. Os elétrodos modificados foram 

preparados em soluções aquosas. 
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 Na figura 3.32b são apresentados os estudos redox das superfícies modificadas 

na presença de epinefrina com e sem Fe3O4NPs (20, 40 nm), preparados em meio 

aquoso (tampão fosfato pH 7.4). Verificou-se que na presença de NPs, os picos de 

oxidação e redução, atribuídos às formas redox da epinefrina, hidroquinona/quinona 

[17, 18], apresentam um Ep  0.03 V e um E1/2 desviado para valores mais negativos, 

comparativamente ao elétrodo de Au (111) modificado, na ausência de Fe3O4NPs (E1/2 

= 0.58 V). Os valores de E1/2 = 0.55 e E1/2 =  0.51 V foram obtidos para as Fe3O4NPs de 

20 e 40 nm, respetivamente, indicando que o processo de transferência eletrónica da 

epinefrina, que está adsorvida às NPs, foi facilitado, principalmente na presença das 

NPs maiores, que apresentam uma superfície menos oxidada, comparativamente às 

NPs de menores dimensões.  

 

 

Figura 3.33 – Voltamogramas ciclícos (2º e 10º ciclos) das superfícies de ouro 

funcionalizadas com CS2/Fe3O4NPs (40 nm), preparadas em soluções aquosas de 

tampão fosfato (pH 7.4), obtidas a 50 mV s-1; representação gráfica de jp
ox versus ν. 

 

 

A velocidade de varrimento de 50 mVs-1 utilizada para traçar os voltamogramas 

cíclicos mostrados na figura 3.32b dos elétrodos modificados com nanopartículas de 

magnetite e epinefrina não permite distinguir entre os dois processos redox da 

epinefrina e das Fe3O4NPs. No entanto, a velocidades de varrimentos inferiores 
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(5  mV  s- 1), estes processos podem ser claramente detetados tanto em pH 1 como a 

pH 7.4 (figura 3.34). Os processos redox das Fe3O4NPs foram designados como I, em 

que a pH 1, E1/2 (I) = 0.40 V e a pH 7.4 é 0.31 V, enquanto os da conversão 

eletroquímica da epinefrina foram designados como II, com E1/2 = 0.56 e 0.16 V, a pH 1 

e 7, respetivamente. Enquanto os picos redox das Fe3O4NPs não alteram 

significativamente o seu potencial com a alteração do pH, a resposta redox da 

epinefrina muda drasticamente, como é esperado para uma transferência eletrónica 

de 2e- e 2H+ [17, 18]. Estes resultados corroboram a atribuição dos processos 

eletroquímicos das Fe3O4NPs e da catecolamina, comprovando a presença de ambos 

os adsorbatos na superfície do elétrodo. A cobertura superficial da epinefrina foi 

estimada com base na integração dos processos de oxidação (figura 3.32b), 

considerando o envolvimento de 2 eletrões na conversão eletroquímica da 

hidroquinona/quinona. A adição das NPs na reação origina um aumento substancial da 

quantidade de epinefrina adsorvida nos elétrodos de 1.5  10-10 (sem NPs) para 2.5  

10-10 (NPs de 20 nm) e 2.7  10-10 (NPs de 40 nm) mol cm-2, demonstrando a eficiência 

da metodologia de um só passo para imobilizar compostos amina.  

 

 

 

Figura 3.34 – Voltamogramas cíclicos dos elétrodos modificados com CS2, epinefrina e 

Fe3O4NPs (20 nm) em a) 0.1 M H2SO4 (pH 1) e b) solução tampão fosfato (pH 7.4), 

registados a 5 mV s
-1. 
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Foram realizados estudos de desadsorção redutiva do elétrodo modificado com 

CS2/Fe3O4NPs, com o intuito de confirmar que as nanopartículas estão ligadas à 

superfície de ouro plano, através dos átomos de enxofre do CS2. Os voltamogramas 

cíclicos obtidos estão representados na figura 3.35, onde foi possível detetar dois picos 

catódicos a -0.92 V e -0.77, os quais deverão indicar possivelmente a presença de 

diferentes ambientes de enxofre, de acordo com o anteriormente verificado no 

sistema com AuNPs [18]. De acordo com Cohen e seus colaboradores [81], a adsorção 

de enxofre de nanopartículas de óxido de ferro deverá ocorrer principalmente através 

da ligação química Fe-S . 

 

 

Figura 3.35 – Voltamogramas cíclicos dos elétrodos modificados com CS2/Fe3O4NPs (40 

nm) preparados em solução aquosas (tampão fosfato, pH 7.4), registados a 20 mV s-1 

em 0.1 M NaOH. 

 

 

3.2.4. Atividade enzimática de nanoconjugados de Lacase 

 

Como referido anteriormente, a Lacase foi o enzima escolhido para a 

imobilização, juntamente com as Fe3O4NPs, em superfícies de ouro, uma vez que é 

conhecida por catalisar compostos fenólicos e que as suas propriedades catalíticas 
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podem ser significativamente aumentadas quando combinada com nanopartículas 

semicondutoras. 

 

A análise morfológica foi realizada por AFM aos elétrodos modificados com i) 

CS2e Fe3O4NPs (40 nm) (figura 3.36), CS2, Fe3O4NPs (40 nm), Lacase e CS2/Lacase. 

Através das imagens apresentadas na figura 3.36a, foi possível distinguir 

nanopartículas individualizadas e diversos aglomerados à superfície do ouro. A 

espontaneidade desta metodologia e o excesso de CS2 presente durante a reação de 

modificação, além de permitir que se liguem nanopartículas individuais ao Au (111), 

poderá promover a ligação entre nanopartículas (cada átomo de enxofre liga uma 

nanopartícula) em suspensão, formando nanoagregados que se ligam também ao 

elétrodo. A imagem do elétrodo modificado com CS2/Fe3O4NPs (40 nm)/Lacase exibida 

na figura 3.36b, mostra uma superfície totalmente coberta com nanoestruturas 

dispersas em duas populações com tamanhos distintos, uma entre 40 e 80 nm, 

consistente com os conjuntos Fe3O4NPs funcionalizadas adsorvidas ao outro, e outra 

com dimensões menores, até ca. 20 nm, atribuída às moléculas individuais de Lacase 

ligadas pelo CS2, conforme proposto na representação esquemática da figura 3.28. 

Para efeitos comparativos é apresentada uma imagem de AFM do elétrodo modificado 

apenas com Lacase e CS2 (figura 3.33c). Observou-se que a superfície do elétrodo está 

coberta com pequenas estruturas globulares (cerca de 14 a 20 nm), consistente com o 

esperado por AFM para moléculas individuais de Lacase (tendo em conta os efeitos da 

convulsão da ponta utilizadas nas imagens de AFM, que podem ampliar ligeiramente o 

diâmetro do enzima) [91]. 
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Figura 3.36 – Imagens (1.0  1.0 µm2) obtidas por AFM da morfologia dos elétrodos 

modificados com a) CS2/Fe3O4NPs (40 nm), b) CS2/Fe3O4NPs (40 nm)/Lacase e c) 

CS2/Lacase, com o correspondente perfil topográfico em cada imagem. 

 

De acordo com as equações (20-23) descritas de seguida [92] e como ilustrado 

no esquema da figura 3.37, a Lacase oxida o ABTS e recupera a sua forma oxidada 

através da reação simultânea da redução de O2 a H2O. O ABTS oxidado é reduzido na 

superfície do elétrodo, sendo esta a reação eletroquímica estudada por voltametria 

cíclica e cronoamperometria.  

 

Lacc4Cu(II) + 4ABTS2- ↔ 4ABTS .− + Lacc4Cu(I)             (eq. 20) 

Lacc4Cu(I) + O2 + 4H+ ↔ 2 H2O + Lacc4Cu(II)                        (eq. 21) 

4ABTS .− + 4e- ↔ 4ABTS2-                                               (ep. 22) 
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Figura 3.37 – Representação esquemática da atividade catalítica da Lacase para a 

deteção de ABTS.    

 

A atividade enzimática da Lacase diretamente adsorvida no elétrodo ou 

imobilizado pelo CS2, na presença ou ausência das Fe3O4NPs (20 e 40 nm) para detetar 

o ABTS foi realizada em solução tampão citrato-fosfato (pH 4.6). A este valor de pH, a 

conversão redox de 0.5 mM ABTS em ouro foi detetada a E1/2= 0.46 V (Ep = 0.12 V), 

como é observado no voltamograma cíclico exibido na figura 3.38. 

 

 

Figura 3.38 – Voltamograma cíclico de 0.5 mM de ABTS numa superfície de Au (111) 

registado a 20 mV s-1, em tampão citrato-fosfato pH 4.6. 
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O papel fundamental do CS2 no processo de imobilização das nanopartículas de 

óxido de ferro e da Lacase foi comprovado pela resposta eletroquímica mostrada na 

figura 3.39a. O elétrodo modificado com apenas Fe3O4NPs e Lacase não exibiu 

comportamento catalítico na presença de 10 µM ABTS, indicando que o enzima não se 

encontra biologicamente ativo. Por outro lado, quando as NPs estão ligadas ao ouro 

pelo CS2, na ausência de Lacase, foi possível detetar ambos os processos redox do 

ABTS, provavelmente devido à presença das NPs de 40 nm, que levou a um aumento 

da área superficial e uma transferência eletrónica facilitada.  

No elétrodo modificado com CS2 e Lacase (figura 3.39b), observou atividade 

catalítica da Lacase com o aumento da concentração de ABTS. Apesar dos baixos 

valores de densidade de corrente baixos detetados nesta superfície, não foram visíveis 

picos de oxidação. Estes valores aumentaram claramente quando as Fe3O4NPs (20 e 40 

nm) foram adicionadas à reação de modificação do elétrodo (figura 3.39b e c, 

respetivamente). A melhor resposta catalítica foi obtida na presença das Fe3O4NPs de 

40 nm, com uma sensibilidade de 88 mA M-1 cm-2 que pode ser suportada pelo 

aumento da transferência eletrónica entre o enzima e o elétrodo, na presença do 

ABTS, proporcionada pela estrutura eletrónica da magnetite.  
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Figura 3.39 – a) Voltamogramas ciclícos das superfícies modificadas com a) Fe3O4NPs 

(40 nm)/Lacase e CS2/Fe3O4NPs (40 nm) na presença de 10 µM de ABTS; b) CS2/Lacase, 

c) CS2/Fe3O4NPs (20 nm)/Lacase e d) CS2/Fe3O4NPs (40 nm)/Lacase. Na figura 3.39b, c e 

d, os cronoamperogramas registados a diferentes concentrações de ABTS foram 

adicionados à solução. Todos os ensaios foram realizados em citrato-fosfato pH 4.6, a 5 

mV s−1  

 

Para uma determinação mais precisa dos parâmetros analíticos da reação 

catalítica do enzima, foram registados diversos cronoamperogramas, a 0.41 V, dos 

elétrodos modificados com CS2/Fe3O4NPs (40 nm)/Lacase (figura 3.40a). Observou-se 

na figura 3.40b um aumento em valor absoluto da densidade de corrente com ao 

aumento da concentração de ABTS. A representação da curva de Michaelis-Menten 

está ilustrada na figura 3.40a, tem sido estimada uma sensibilidade de 100 mA M-1 cm-

2. A partir da linearização de Lineweaver-Burk foi determinada a constante de 

Michaelis-Menten, KM
app, de 62 µM. Este valor é comparável com os valores 
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reportados para a Lacase imobilizada com atividade catalítica (entre 15 e 90 µM) [93-

95] e aos da Lacase em solução [96] para a deteção do ABTS. Estes resultados refletem 

a bioafinidade entre o enzima imobilizado e o substrato.  

Como é evidente, a partir da figura 3.40c, o enzima imobilizado nas Fe3O4NP de 

40 nm exibiu o melhor comportamento catalítico, cerca de 70% superior ao observado 

para o Au/CS2/Fe3O4NPs (20 nm)/Lacase (28 mA M-1 cm-2) com uma gama linear até a 

15 µM.  

 

 

Figura 3.40 – a) Cronoamperogramas dos elétrodos com CS2/Fe3O4NPs (40 nm)/Lacase 

obtidos à medida que a concentração de ABTS aumenta; b) Representação da curva de 

|j-j0| versus [ABTS]; representação da Lineweaver–Burk (𝑦 = (12.996 ±  0.2212)𝑥 −

(0.210 ± 0.0376); c) representação gráfica de |j-j0| versus [ABTS] dos 

cronoamperogramas obtidos para os elétrodos modificados com CS2/Lacase, 

CS2/Fe3O4NPs (20 nm) /Lacase e CS2/Fe3O4NPs (40 nm) /Lacase. Todos os ensaios foi 

efetuados em solução tampão citrato-fosfato (pH 4.6), a um potencial de 0.41 V. 
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Os resultados são totalmente consistentes com o melhor desempenho 

eletrocatalítico verificado para a reação de redução de oxigênio exibido pelas 

Fe3O4NPs de 40 nm, quando comparado com as de 20 nm, reportado recentemente 

[82].  

Os resultados apresentados na figura 3.40c mostram inequivocamente, que o 

elétrodo modificado na ausência de nanopartículas exibiu uma sensibilidade 

significativamente inferior (11 mA M-1 cm-2), com a saturação da enzima a uma 

concentração de 11 µM de ABTS. 

Outros autores revelaram valores de sensibilidade entre 35 e 75 mA M-1 cm-2 

para superfícies de platina ou grafite modificadas com Lacase [97, 98], também para o 

ABTS. No entanto, se considerarmos que a Lacase Trametes versicolor usada neste 

trabalho tem 0.92 U/mg, que é um valor bastante inferior ao da Laccase utilizada 

noutros estudos catalíticos, a sensibilidade de 100 mA M-1 cm-2 obtida, empregando 

esta metodologia de imobilização de enzimas, foi bastante elevada.  

Com este trabalho foi possível demonstrar uma melhoria considerável no 

desempenho catalítico dos elétrodos modificados com Lacase na presença de 

nanopartículas de óxido de ferro, especialmente para as nanopartículas de magnetite 

de 40 nm (maior grau de pureza). Foi ainda observado que, para uma superfície 

modificada seguindo o mesmo procedimento de modificação envolvendo o CS2, Lacase 

e nanopartículas de ouro, que a presença destas nanooestruturas não favorecem 

positivamente a atividade catalítica do enzima (figura 3.41), reforçando que as 

propriedades particulares das Fe3O4NPs beneficiam a preservação da bioatividade da 

Lacase. 
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Figura 3.41 - Voltamogramas ciclícos das superfícies modificadas com CS2/Fe3O4NPs 

(40 nm)/Lacase e CS2/AuNPs (20 nm)/Lacase, na presença de 10 µM de ABTS na 

solução de citrato-fosfato (pH 4.6), registados a 5 mV s−1.  

  

 

Com o objetivo de estimar a cobertura superficial da Lacase imobilizada no 

elétrodo de ouro, a resposta eletroquímica do elétrodo modificado com CS2/Fe3O4NPs 

(40 nm)/Lacase em solução desarejada de citrato-fosfato a pH 4.6 (figura 3.42). Os 

voltamogramas cíclicos foram registados a diferentes velocidades, de 5 a 200 mV s-1. A 

velocidades de varrimento mais elevadas (100 mV s-1), foi possível observar dois picos 

redox com E1/2 = 0.26 V e Ep = 0.06 V. Estes valores estão em concordância com os 

reportados para a transferência eletrónica direta de um dos centros ativos de Cu (CuII / 

CuI) da Lacase (Trametes verisolor) a valores de pH semelhantes [99]. Foi ainda possível 

detetar outro processo redox (E1/2 de  0.50 Ep = 0.04 V), que deverá estar associado 

à presença de Fe3O4NPs (figura 3.43).  

A Lacase Trametes versicolor é classificada como um enzima de potencial alto, 

em que um dos Cu (T1) é reduzido e oxidado a E1/2 de  0.54 V (0.78 V vs. NHE) [100]. 

No entanto, foi reportado que a transferência eletrónica heterogénea de uma Lacase 

de potencial alto (T. hirsuta) e a superfície do ouro ocorre a um potencial próximo de 
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0.16 V (0.4 vs. NHE). Este processo redox foi atribuído a outro átomo de Cu (T2), o qual 

foi comparado a valores obtido para Lacase de potencial alto e baixo que deverá 

corresponder a um mecanismo redox complexo envolvendo os centros trinucleares de 

Cu (T2-T3) [100]. Deste modo, os processos redox detetados nos voltamogramas 

cíclicos da figura 3.42 deverão corresponder a um processo redox semelhante.  

A dependência linear entre jox e jred versus de varrimento exibida na figura 3.42 

indicou que, primeiro, a transferência eletrónica é um processo de superfície 

controlado por transferência de carga e, segundo, a estabilidade dos nanoconjugados 

de Fe3O4/Lacase na superfície do elétrodo.  

 

 

Figura 3.42 – Voltamogramas cíclicos do elétrodo modificado com CS2/Fe3O4NPs (40 

nm)/Laccase em solução tampão citrato-fosfato (pH 4.6) medidos a diferentes 

velocidades de varrimento, 5 – 200 mV s-1. 

 

 

A concentração superficial de Lacase no elétrodo modificado por CS2 e 

Fe3O4NPs (40 nm) foi estimada com base na integração dos processos de oxidação 

(figura 3.42 da Lacase, considerando que houve apenas a transferência de um eletrão 

no centro de Cu T2. Foi estimado um valor de 2  10-11 mol cm-2, valor este 

significativamente superior ao teoricamente determinado para uma monocamada de 
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enzima (4.3  10-12 mol cm-2) [99] e ao reportado para a Lacase imobilizada numa 

superfície de ouro modificada com uma SAM de um derivado de um alcanotiol [5] mas 

consistente com o obtido para a Lacase imobilizada em nanoporos de ouro 

depositados num elétrodo de carbono vítreo [99]. Estes resultados demonstram a 

eficácia da metodologia usada para preparar elétrodos de ouro com Lacase e 

nanopartículas de magnetite com atividade catalítica para o ABTS. 

 

Figura 3.43 – Voltamogramas ciclícos das superfícies de ouro modificada com 

CS2/Fe3O4NPs (40 nm), preparadas em soluções aquosas de tampão citrato-fosfato (pH 

4.6), obtidas a 100 mV s-1; representação de jp
ox versus ν. 

 

 

Estes resultados provaram a biocompatibilidade das Fe3O4NPs para a adsorção 

de enzimas, especialmente as nanopartículas de maiores dimensões, pois estas 

possuem uma superfície menos oxidada, como demonstrado pelo difratograma de 

raios-X exibido na figura 3.30, facilitando a ligação do CS2 /Lacase. 
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Capítulo 4  
Elétrodos modificados com nanopartículas 

magnéticas e compostos organometálicos 

– Estudo da reação de redução do oxigénio 

 

Parte do trabalho apresentado neste capítulo é objeto do seguinte 

artigo: 

- I. Almeida, S.G. Mendo, M.D. Carvalho, J.P. Correia, A.S. Viana, “Catalytic Co and Fe 

porphyrin/Fe3O4 nanoparticles assembled on gold by carbon disulfide”, Electrochimica 

Acta 188 (2016) 1–12 
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As metaloporfirinas são facilmente encontradas numa grande diversidade de 

sistemas biológicos, tais como os centros ativos de algumas proteínas [1] e são uma 

das classes de moléculas organometálicas mais atrativas direcionadas para a catálise 

de oxigénio, devido às suas propriedades eletrocatalíticas e à sua estabilidade [2-5]. O 

tamanho do macrociclo é perfeito para ser coordenado a um número elevado de iões 

metálicos [1] e a possibilidade de alterar esses centros metálicos, bem como os grupos 

substituintes do macrociclo, permite ter uma grande variedade deste tipo de 

compostos com características catalíticas distintas.  

A reação de redução de oxigénio (oxygen reduction reaction, ORR) tem 

particular importância em diversos dispositivos tecnológicos, tais como em células de 

combustível. A eficiência energética neste tipo de sistemas é gerida pelo número de 

eletrões transferidos na ORR. Neste contexto, as metaloporfirinas de Fe e Co têm sido 

extensivamente exploradas, dado que a porfirina de Fe catalisa a redução do O2, 

através da transferência de 4 eletrões, a água, enquanto que a porfirina de Co 

promove a ORR, via 2 eletrões, a H2O2 [6]. 

Uma das estratégias mais comuns utilizadas para a ligação covalente de 

metaloporfirinas em superfícies de elétrodo é a formação de monocamadas auto-

montadas (SAMs) via derivatização de porfirinas com grupos âncora específicos, tais 

como, moléculas com grupos enxofre [7-10], bem como ácidos fosfónicos 

[11],estendendo a imobilização de porfirinas a superfícies de óxidos metálicos [12]. 

Outras metodologias envolvem a preparação de SAMs contendo adsorbatos com 

grupos terminais imidazolo, os quais se ligam covalentemente a diversas 

metaloporfirinas [13], ou a ligação covalente de metaloporfirinas a elétrodos de ouro 

modificados com dimercaptoalcanos [14]. 

As propriedades físico-químicas de nanomateriais (razão área/volume 

superficial, propriedades condutoras, biocompatibilidade, etc), tais como as 

nanopartículas (NPs) metálicas (Au, Pt, Pd) [15-18] e de óxidos metálicos (MxFe3-xO4; 

M= Fe, Cu, Co, Mn) [19] ou nanotubos de carbono [20] têm um papel fundamental na 

ORR. Os elétrodos de ouro modificados com nanopartículas de Au revelam melhor 

desempenho catalítico para a ORR, em contraste com o observado em superfícies 

planas de Au com orientação preferencial (111), através da formação de H2O2 

envolvendo a  
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transferência de 2 eletrões a baixos sobrepotenciais, desde que o tamanho de 

partícula esteja na gama nanométrica [21]. 

Quando as propriedades das metaloporfirinas são conjugadas com as dos 

nanomateriais [2, 22], surgem grandes benefícios em termos catalíticos. Geralmente, 

ocorre um aumento da quantidade dos centros catalíticos na superfície do elétrodo 

bem como um melhoramento no processo de transferência eletrónica, sendo ambos 

os fatores importantes na eletrocatálise [2, 23].  

Dentro dos nanomateriais de óxidos metálicos, as nanopartículas de Fe3O4 têm 

sido muito exploradas devido às suas propriedades magnéticas, catalíticas e elétricas 

excecionais, geradas pelo confinamento dos eletrões na sua estrutura cristalina, 

elevadas razões superfície/volume, possibilidade de funcionalização da uma superfície 

modificada, eficiência catalítica e forte capacidade de adsorção [24]. No entanto, estas 

nanopartículas oxidam-se facilmente ao ar e dissolvem-se em meios acídicos. Deste 

modo, têm sido desenvolvidos diversos métodos para criar revestimentos (moléculas 

orgânicas pequenas, surfactantes, polímeros, biomoléculas, sílica ou compostos 

metálicos) [25] adequados para assegurar a estabilidade das nanopartículas de Fe3O4, 

especialmente em meio ácido. Outra vantagem da criação de revestimentos em 

nanopartículas de magnetite, por exemplo, uma “coroa” de ouro, é a de facilitar a 

funcionalização das mesmas, através de ligações fortes entre os derivados de enxofre e 

o Au [26, 27]. 

O objetivo do trabalho apresentado envolveu o estudo da capacidade do CS2 

para ligar nanopartículas de Fe3O4), de ca. 20 e 40 nm de diâmetro médio, 

funcionalizadas com metaloporfirinas (Fe e Co) à superfície de Au (111), preservando 

e/ou melhorando as propriedades eletrocatalíticas das metaloporfirinas. Estas 

metaloporfirinas possuem dois grupos de ácidos carboxílicos disponíveis para se 

ligarem fortemente a superfícies de óxidos metálicos [28] e também a superfícies de 

ouro [29]. 

De acordo com o proposto no esquema 4.1, a imobilização de nanopartículas 

via CS2 ocorrerá através da ligação do enxofre à nanopartícula, enquanto o outro 

enxofre serve de ponte para ligar a nanopartícula ao elétrodo de ouro plano. De modo 

a validar este método de imobilização para as nanopartículas de magnetite, foram 

também preparados elétrodos modificados com AuNPs de diversos tamanhos (5, 20, e 
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40 nm) e metaloporfirinas, comparando a sua atividade catalítica. O que distingue a 

metodologia de modificação aqui descrita é o fato de ser simples, versátil e, num só 

passo, criar agregados tridimensionais catalíticos de nanopartículas metálicas e de 

óxidos metálicos, funcionalizadas com metaloporfirinas. 

Utilizou-se ainda uma outra metodologia de imobilização, mais “clássica”, recorrendo a 

uma SAM de 1,6-hexanoditiol, em vez de se usar o CS2, para ligar os 

bionanoconjugados de nanopartículas/metaloporfirinas. Neste tipo de procedimento, 

para além de terem sido usadas as AuNPs de 20 nm também foram testadas 

nanopartículas de Pt com diâmetros médios de 3 nm, e um outro composto 

organometálico, um derivado da vitamina B12. O desempenho catalítico dos elétrodos 

modificados com o 1,6-hexanoditiol foi comparado ao observado com os sistemas 

preparados com o CS2. 
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Figura 4.1 - Ilustração esquemática da metodologia usada para a funcionalização das 

nanopartículas ligadas ao Au (111) através do CS2: a) nanopartículas funcionalizadas 

apenas com o CS2; b) nanopartículas funcionalizadas com as metaloporfirinas 

(contendo  

grupos ácidos carboxílicos) e CS2. Para simplificar, no esquema 4.1b, apenas está 

representada uma molécula de CS2, embora devido à espontaneidade do método mais 

moléculas possam estar adsorvidas à nanopartícula, juntamente com metaloporfirinas. 

 

4.1 Funcionalização de nanopartículas de Fe3O4 com metaloporfirinas  

 

Como descrito no capítulo 2 na seção 2.2, foram sintetizadas nanopartículas de 

Au e Fe3O4 de diversos tamanhos. A distribuição e o tamanho das AuNPs foram 

avaliados por TEM e através da análise das imagens foi possível construir, recorrendo 

ao programa Image J, o respetivo histograma da distribuição de tamanhos. Neste 

capítulo só será mostrada a imagem de TEM e o respetivo histograma para as AuNPs 

sintetizadas e estabilizadas com uma menor concentração de citrato de sódio, pois as 

restantes já foram mostradas no capítulo 3, secção 3.1.1. Os diâmetros médios 

determinados, com base no histograma das imagens de TEM das AuNPs (figura 3.12 e 

4.2, secção 3.1.1 do capítulo 3) foram aproximadamente 5, 22 e 38 nm, consistentes 

com as condições de síntese utilizadas.  
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Figura 4.2 – Imagem de TEM das nanopartículas de Au sintetizadas a 100°C e 

estabilizadas com menor concentração de citrato de sódio e o correspondente 

histograma da distribuição de tamanhos com o valor do tamanho médio da amostra. 

 

Os difratogramas de raios-X e as imagens de TEM e distribuição de tamanhos 

obtidos para as amostras de nanopartículas de Fe3O4 já foram apresentados na figura 

3.29 e 3.30, secção 3.2.1 (capitulo 3). Como mencionado, os picos observados nos 

difratogramas foram atribuídos à estrutura cúbica da magnetite, permitindo confirmar 

a pureza de ambas as amostras [30]. O tamanho médio das nanopartículas de óxido de 

ferro sintetizadas estimado foi de 19 e 38 nm, como resultado de um período de 

aquecimento a 200C, a 3 e 24 h (figura 3.29, seção 3.2.1, capítulo 3), respetivamente. 

Os parâmetros da célula calculados por difração de raios-X para as nanopartículas de 

Fe3O4NPs, de menor e maior tamanho, como referido anteriormente (secção 3.2.1 

(capitulo 3) foram calculados, obtendo-se valores de a = 8.386(5) Å e 8.394(3) Å, 

respetivamente, o que está de acordo com o reportado em trabalho anterior [31]. Tal 

facto demonstra a dependência do parâmetro da célula com o tamanho médio da 

nanopartícula. Este resultado indica uma maior pureza para as nanopartículas de 

maiores dimensões, uma vez que as partículas menores são mais facilmente oxidadas. 
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Para simplificar a designação de cada amostra, os valores médios usados para 

identificar o diâmetro de cada amostra foi de 5, 20 e 40 nm para as AuNPs e 20 e 40 

nm para as Fe3O4NPs. 

 

Usualmente, a caraterização das metaloporfirinas em solução é efetuada por 

espectroscopia de UV-visível. Esta classe de compostos com um macrociclo 

tetrapirrólico que não possuam ainda um centro metálico, têm bandas de absorção na 

região do UV-visível, uma banda mais intensa entre os 400-450 nm designada de 

banda de Soret, correspondente à transição (S0⟶S2) e outras quatro bandas, de 

menor intensidade, entre 500 a 700 nm, designadas de bandas-Q, correspondentes a 

transições (S0⟶S1) [32]. Quando um metal é inserido no anel tetrapirrólico, as quatro 

bandas-Q colapsam e originam apenas duas, não afetando normalmente, a banda de 

Soret [32, 33].  

A figura 4.3 mostra os espectros de UV-visível das metaloporfirinas de Co e de 

Fe em solução e das nanopartículas de Au (20 nm) e de Fe3O4 (20 nm), antes e após a 

sua modificação com as porfirinas. O espetro do derivado da porfirina dissolvido em 

etanol exibe bandas de absorção esperadas para este tipo de metaloporfirinas [33]: 

CoP – banda de Soret a 412 nm e as bandas-Q a 526, 552 nm; FeP – 394 nm (banda de 

Soret), 475 e 580 nm (bandas-Q). Na figura 4.3a, a banda de plasmão de superfície da 

suspensão coloidal das AuNPs foi observada a 522 nm, correspondendo ao valor 

esperado para este diâmetro de nanopartículas de ouro. Após a incubação da porfirina 

de Co e depois de um processo de lavagem rigoroso (seção 2.2), o espetro das AuNPs 

funcionalizadas revela a presença da banda de Soret a 407 nm e das bandas-Q a 526 e 

559 nm, sobrepostas com a banda de ressonância das AuNPs, a qual aparece desviada 

para comprimentos de onda superiores. Estas alterações espetrais confirmam a 

modificação das AuNPs com porfirinas e indicam um aumento do tamanho médio das 

nanopartículas, devido à adsorção da metaloporfirina nas NPs, e possivelmente devido 

também à formação de agregados H e J, como resultado das interações hidrofóbicas e 

 entre os porfirinóides [5]. Como descrito no procedimento experimental da síntese 

das AuNPs (seção 2.2), estas são estabilizadas por iões citratos e, apesar da adsorção 

destes iões ser efetiva nas AuNPs [34], a substituição do grupo COOH do citrato de 



 

 Capítulo 4 - Elétrodos modificados com nanopartículas magnéticas e compostos organometálicos 

 

143 

 

sódio pelo grupo COOH da CoP deverá ocorrer com alguma facilidade, pois a energia 

de ligação entre o Au-O é equivalente em ambos os compostos.  

Os espetros obtidos para as Fe3O4NPs (20 nm)/CoP (figura 4.3b) exibem a 

banda de Soret centrada a 406 nm e as bandas-Q a 521 e 556 nm, enquanto que para 

as Fe3O4NPs/FeP (figura 4.3c), a banda a 398 nm é a de Soret e a 500 e 588 nm são as 

bandas-Q, confirmando a adsorção eficaz de ambas as porfirinas à superfície das 

nanopartículas de magnetite. É de realçar que a lavagem das NPs modificadas, para 

remoção do excesso de metaloporfirina que não adsorveu fortemente às 

nanopartículas, se torna bastante facilitada devido às características magnéticas deste 

nanomaterial. Foram obtidos resultados similares para as Fe3O4NPs de 40 nm, os quais 

são mostrados na figura 4.4. 

 

Figura 4.3 – Espetros de UV-visível de nanopartículas com tamanhos médios de 20 nm 

de a) Au, b) e c) Fe3O4 antes (linha preta tracejado, eixo esquerdo dos yy) e depois da 

modificação (linha vermelha, eixo direito dos yy) com a porfirina de Co e de Fe (CoP e 

FeP) em soluções orgânicas (etanol). Os espetros das porfirinas em solução (dissolvidas 

em etanol) (linha preta, eixo esquerdo dos yy) também são apresentados. 
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Figura 4.4 - Espetros de UV-visível das porfirinas de Co (CoP) e de Fe (FeP) dissolvidas 

em etanol (linha preta, eixo esquerdo dos yy), das nanopartículas de Fe3O4 com 

tamanhos médios de 40 nm antes (linha a tracejado, eixo esquerdo dos yy) e após a 

modificação (linha vermelha, eixo direito dos yy) com as metaloporfirinas.  

 

Ao contrário das AuNPs, as Fe3O4NPs não são estabilizadas por iões citratos e 

podem ligar-se de forma eficaz a ácidos carboxílicos, logo a adsorção de porfirinas de 

Co e de Fe a este tipo de superfícies deverá ocorrer facilmente, comparativamente a 

superfícies de ouro. Observa-se uma banda de Soret mais estreita na presença deste 

tipo de nanopartículas de óxidos metálicos, sugerindo uma menor agregação entre as 

NPs do que a que ocorre nas AuNPs, provavelmente devido a uma orientação 

apropriada/preferencial das porfirinas imobilizadas.   

 

 

4.2 Desempenho eletrocatalítico  

 

A atividade eletrocatalítica para a redução de oxigénio molecular de cada tipo de 

elétrodo modificado foi avaliada numa solução de 0.1 M H2SO4 saturada de ar 

(concentração máxima de O2 de 2.9 × 10-4 M [2]). O estudo foi efetuado por 

voltametria cíclica a uma velocidade de varrimento de 20 mV s- 1. Sempre que 

necessário, para remover O2 dissolvido na solução eletrolítica, e assim comprovar os 
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processos catódicos atribuídos à redução do oxigénio molecular, desarejou-se a 

solução com N2 (≥ 99,9999%) durante um período de aproximadamente 60 minutos. 

A figura 4.5 mostra os voltamogramas cíclicos da superfície de ouro sem 

qualquer tipo de modificação e após a funcionalização com nanopartículas de Au 

(figura 4.5a) e Fe3O4 (figura 4.5b) imobilizadas em Au (111) usando o CS2. A superfície 

do Au com orientação cristalográfica (111) apresenta uma baixa catálise para a ORR 

[11, 20] e de fato, através da figura 4.5a verificou-se que no elétrodo de Au (111) não 

se detetou nenhum processo de redução, na gama de potencial estudada, que pudesse 

ser atribuído à redução do oxigénio molecular. A ligação das nanopartículas de Au e 

Fe3O4 via CS2 é confirmada a partir dos resultados eletroquímicos obtidos na presença 

de oxigénio, observando-se um pico catódico irreversível em todos os elétrodos 

modificados na presença de nanopartículas. As linhas a tracejado da figura 4.5 

correspondem ao comportamento dos elétrodos modificados com nanopartículas, 

obtidos na ausência de oxigénio, onde não se verificou a presença do pico catódico da 

ORR. Neste tipo de ensaios apenas se estudou as AuNPs com 5 e 20 nm de diâmetro. 
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Figura 4.5 – Voltamogramas cíclicos obtidos em soluções de 0.1 M H2SO4 arejadas e 

desarejadas a 20 mV s-1: a) elétrodo de Au e elétrodo modificado com AuNPs (5, 20 

nm) e CS2 e b) elétrodo modificado com Fe3O4NPs (20 e 40 nm) e CS2. Representação 

gráfica de |jp
red| vs. ν1/2 das superfícies funcionalizadas com c) AuNPs/CS2 e d) 

Fe3O4NPs/CS2 em soluções de 0.1 M H2SO4 arejadas. 

 

 

Para os elétrodos modificados com AuNPs, observou-se um aumento da 

densidade corrente do pico para as nanopartículas maiores, no entanto o valor do 

potencial de redução é muito próximo em ambas as superfícies modificadas (Ep
red

 = -

 0.125 e -0.105 V, para AuNPs de 20 e 5 nm, respetivamente). Nos elétrodos 

modificados na presença das nanopartículas de Fe3O4 também se verificou o aumento 

na densidade de corrente do pico catódico para as nanopartículas de maior tamanho 

mas, neste caso, acompanhado por um ligeiro desvio positivo no potencial do pico 

catódico (Ep
red

 = -0.100 V e -0.065 V para as Fe3O4NPs com 20 nm e 40 nm, 

respetivamente). Este tipo de comportamento poderá ser atribuído à composição 
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química das nanopartículas de óxidos de ferro. Como referido anteriormente, o 

parâmetro da célula das nanopartículas de 40 nm é muito próximo ao determinado 

para a magnetite pura, comparativamente ao verificado para as nanopartículas de 20 

nm. Em estudos anteriores [31] foi reportado que, a composição deste tipo de 

nanopartículas pode ser expressada como Fe3-xO4 devido à oxidação da superfície das 

NPs, e em particular para as NPs de maior tamanho, o x pode ser muito próximo de 

zero, aproximando-se o mais possível da composição da magnetite pura. A composição 

das nanopartículas de Fe3-xO4 irá influenciar a sua condutividade elétrica e por esse 

motivo a performance catalítica poderá ser afetada. É de notar que, a condutividade 

elétrica no Fe3O4 é elevada devido ao movimento rápido dos eletrões entre o par 

redox Fe2+ e o Fe3+ nas posições octaédricas da estrutura da magnetite [31]. Assim, 

este processo deverá ser minorado nas nanopartículas mais oxidadas, o que justifica o 

desempenho inferior das NPs de 20 nm, quando comparadas com as de 40 nm.  

Tal como previsto para uma reação eletroquímica controlada por transferência 

de massa, verifica-se uma variação linear entre as densidades de corrente do pico de 

redução do oxigénio molecular, dissolvido em solução, e a raiz quadrada da velocidade 

de varrimento de potencial (figura 4.5c e d). Este comportamento linear demostra 

ainda a estabilidade dos elétrodos modificados pelas nanopartículas de óxidos de ferro 

durante os varrimentos de potencial em meio ácido. A estabilidade observada nestas 

condições de pH pode ser atribuída à formação espontânea de um revestimento 

orgânico composto por moléculas de CS2 à volta das NPs, que as protege da 

degradação e à ligação estável das NPs à superfície do elétrodo de Au (111). No 

entanto, como mencionado anteriormente, o desempenho catalítico destes elétrodos 

deverá ser melhorado com a incorporação de um centro organometálico com 

reconhecida atividade catalítica para a redução do oxigénio. Os estudos seguintes 

foram realizados com elétrodos modificados com nanopartículas e metaloporfirinas de 

cobalto e ferro. 

 

Na figura 4.6a estão representadas as respostas eletroquímicas para a ORR da 

porfirina de CoP (CoP) imobilizada diretamente na superfície de Au (111) e das AuNPs 

modificadas com CoP e CS2 ao Au (111). O processo catódico registado a 0 mV 

corresponde à redução do oxigénio no elétrodo modificado com CoP (na ausência de 
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nanopartículas), revelando o efeito catalítico do macrociclo N4, comparado com a 

resposta observada apenas para as AuNPs/CS2 adsorvidas ao elétrodo (figura 4.5a). 

Adicionalmente, as AuNPs de 5 nm modificadas com a CoP, mostram um desvio 

positivo no valor de Ep
red, em comparação com ambos os sistemas, AuNPs (20 nm)/CoP 

e CoP diretamente adsorvida no elétrodo. Estes resultados indicam um efeito sinérgico 

entre as NPs e o derivado porfirinóide de cobalto na facilitação da reação de redução 

do oxigénio. As correntes de redução observadas para o sistema AuNPs (20 nm)/CoP 

são aproximadamente 15% superiores às obtidas com as AuNPs de menor tamanho (5 

nm),sugerindo a presença de uma maior quantidade de porfirina adsorvida no 

elétrodo quando preparado com AuNPs de 20 nm.  

A figura 4.6b apresenta o comportamento eletroquímico dos elétrodos de Au 

(111) modificados com CoP, Fe3O4NPs de 20 ou 40 nm e CS2. A combinação deste tipo 

de nanopartículas de óxidos metálicos com metaloporfirinas, nitidamente melhora o 

desempenho eletrocatalítico do sistema, comparativamente às interfaces preparadas 

na presença de AuNPs. Em particular, para o elétrodo modificado com as 

nanopartículas de óxidos de ferro com 40 nm, o valor de Ep
red é 0.140 V, valor que é 

significativamente mais positivo que nos outros sistemas (com ou sem NPs). Este 

resultado pode ser explicado pela capacidade das nanopartículas de magnetite menos 

oxidadas (40 nm) de proporcionar mais locais para adsorção e ativação de O2 [26] do 

que as nanopartículas de menores dimensões. 
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Figura 4.6 – Voltamogramas cíclicos obtidos em soluções de 0.1 M H2SO4 (arejadas), a 

  = 20 mV s-1, do Au(111) modificado com a) porfirina de Co (CoP), CS2/AuNPs (5, 20 

nm)/CoP, b) CoP, CS2/ Fe3O4NPs (20 e 40 nm)/CoP. O inset de cada figura 

correspondente à representação gráfica da |jp
red| vs. ν1/2 para os elétrodos 

modificados com porfirina/NPs /CS2. 
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As respostas eletroquímicas da atividade catalítica do derivado de 

deuteroporfirina de Fe (FeP) estudado neste trabalho conjugado com as 

nanopartículas (AuNPs de 20, 40 nm e Fe3O4NPs de 20, 40 nm) são apresentadas na 

figura 4.7. Na ausência de nanopartículas, o elétrodo modificado com porfirina de Fe 

(FeP) exibe um pico catódico largo a um potencial -0.030 V, que é próximo de valores 

reportados na literatura para outras porfirinas de Fe adsorvidas em elétrodos de 

carbono vítreo [35-37]. Em contraste com os resultados observados para a CoP, os 

elétrodos modificados com AuNPs (20 ou 40 nm)/FeP e Fe3O4NPs (20 ou 40 nm) 

exibem picos catódicos da ORR ao mesmo valor de potencial (≈ -0.000 V), apenas 

ligeiramente mais positivo do que no elétrodo Au (111)/FeP. Contudo, foi registado um 

aumento significativo da densidade de corrente quando se está em presença das NPs, 

semelhante ao verificado nos sistemas com CoP. Estes resultados sugerem que, ao 

contrário do que foi verificado na presença da CoP e NPs, não se verifica nenhum 

efeito sinérgico entre a FeP e as NPs que influencie o mecanismo da ORR.  

Entre todos os sistemas estudados, o que apresentou a maior densidade de 

corrente do pico catódico da ORR foram os elétrodos modificados com CS2/Fe3O4NPs 

(40 nm) /FeP, o qual apresentam quase o dobro da corrente detetada usando as 

mesmas nanopartículas de Fe3O4 e a porfirina de Co. Este resultado constitui um forte 

indício de que a ORR deverá ocorrer por um mecanismo diferente e mais rápido do 

verificado com a CoP, talvez através de transferência de quatro eletrões, com a 

formação de água. 
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Figura 4.7 – Voltamogramas cíclicos obtidos em soluções de 0.1 M H2SO4 (arejadas), a 

  = 20 mV s-1, do Au(111) modificado com a) porfirina de Fe (FeP), CS2/AuNPs (20 nm e 

40 nm) e b) FeP, CS2/ Fe3O4NPs (20 e 40 nm)/FeP.  O inset de cada figura 

correspondente à representação gráfica da |jp
red| vs. ν1/2 para os elétrodos 

modificados com porfirina/NPs /CS2. 
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É de salientar que o CS2 tem um papel crucial na ligação das nanopartículas à 

superfície do elétrodo. Ao testar a mesma metodologia, na ausência de CS2, figura 4.8, 

não foi detetado nenhum aumento das correntes catalíticas da reação de redução do 

oxigénio, ou desvio de potencial, devido à presença de NPs, comprovando-se assim a 

importância do CS2 neste tipo funcionalização de elétrodos de ouro. Estes resultados 

indicam que, apesar de existir afinidade entre os ácidos carboxílicos e a superfície de 

ouro [29], a interação dos carboxilatos com as nanopartículas de óxidos metálicos 

deverá ser muito mais forte e, que só em presença do CS2, as nanopartículas 

funcionalizadas se ligam de uma forma estável ao elétrodo. 

 

  

 

Figura 4.8 – Voltamogramas cíclicos obtidos em soluções de 0.1 M H2SO4 (arejadas), a 

  = 20 mV s-1, do Au(111) modificado com a) porfirina de Co (CoP), CS2/ Fe3O4NPs (40 

nm)/CoP e b) porfirina de Fe (FeP), CS2/ Fe3O4NPs (40 nm)/FeP. 

 

 

Como ilustrado nas figuras 4.6 e 4.7, as respostas entre as densidades de 

corrente dos picos catódicos e a raiz quadrada da velocidade de varrimento de 

potencial, indicam que a reação de redução do oxigénio é um processo controlado por 

difusão. Adicionalmente, a linearidade deste tipo de representação reforça a 

estabilidade dos conjugados porfirina/NPs ligados ao Au (111), via CS2. Este 
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comportamento é especialmente relevante nas nanopartículas de Fe3O4, tendo em 

conta a sua solubilidade/degradação em soluções acídicas. Por esta razão, tal como 

mencionado na introdução, recorre-se normalmente à formação de um revestimento 

protetor para cobrir a superfície das nanopartículas de Fe3O4, evitando a sua 

degradação [27]. Consequentemente, para validar a estabilidade dos elétrodos 

modificados com nanopartículas de Fe3O4, CoP e CS2 o seu desempenho catalítico para 

ORR foi avaliado durante 24 h, numa solução de 0.1 M de H2SO4, através de 

voltametria cíclica. Verifica-se que os valores de densidade de correntes obtidos são 

bastante estáveis, não se observando um decréscimo significativo (inferior a 5%) meio 

ácido durante este período (figura 4.9). Este resultado denota claramente que a 

presença do CS2 e das metaloporfirinas protege eficazmente as nanopartículas de 

Fe3O4 de se degradarem em condições de pH baixo, mantendo-as ligadas à superfície 

do elétrodo. 

 

 

Figura 4.9 – Representação gráfica da evolução do tempo do valor da densidade de 

corrente do pico de redução no Au (111) /CS2/Fe3O4NPs (40 nm)/CoP (marcador preto) 

e Au/CoP (marcador vermelho) em condições de pH1 (0.1 M H2SO4). 

 

 

Para calcular o número de eletrões transferidos nas reações de redução do O2 

foram seguidas duas abordagens reportadas na literatura. Na primeira recorreu-se aos 

dados obtidos por voltametria cíclica e aplicando-se as equações 23 e 24, foi possível 
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determinar o número de eletrões (n) envolvidos na ORR, onde E1/2 é o potencial de 

meia-onda e todos os outros símbolos têm o seu significado usual e já descritos na 

parte experimental deste trabalho e em literatura mencionada neste capítulo [9, 50-

52]. Assumindo CO
* = 2.9 × 10-4 M a 22C [2] (concentração molar do oxigénio a 22C) e 

DO = 1.7 x 10-5 cm2 s-1 (coeficiente de difusão do oxigénio na água a 22 C) [2],  

 

𝑖𝑝 = 2.99 × 105 𝑛(𝛼)1/2𝐶𝑂
∗ 𝐷𝑂

1/2𝜈1/2
           (eq. 23) 

 

|𝐸𝑝 − 𝐸𝑝/2| =
1.857𝑅𝑇

𝛼𝐹
=

47.2

𝛼
𝑚𝑉, 22⁰𝐶   (eq. 24) 

 

O número de eletrões estimado e que são transferidos da reação de redução do O2 

pela CoP adsorvida diretamente no elétrodo de Au (111) foi de 1.9, consistente com os 

2 eletrões transferidos na reação de redução do O2 a H2O2, já observada para elétrodos 

modificados com SAMs de porfirinas similares com grupos âncora dissulfureto [9] ou 

ácidos fosfónicos [11]. O número de eletrões estimado para a ORR no elétrodo 

CS2/NPs/CoP foi também de aproximadamente 2, expectável para a conversão 

eletroquímica do O2 a H2O2 [9, 11]. 

O mesmo procedimento foi aplicado para determinar o número de eletrões no 

sistema Au (111) / FeP e o valor estimado foi próximo dos 3 eletrões. De acordo com a 

literatura [38, 39] a ORR para as porfirinas ou ftalocianinas de ferro ocorre via 

transferência de 4 eletrões. Este facto sugere que, para o elétrodo modificado com FeP 

a ORR ocorre através de uma mistura de dois mecanismos: um por via da transferência 

de 2 eletrões formando H2O2 e o outro pela transferência de 4 eletrões originando 

H2O. Enquanto o primeiro mecanismo deve ser mediado pela FeP imobilizada, o 

segundo terá lugar nos locais onde o Au não está coberto de porfirina, em consonância 

com resultados reportados para outros macrociclos de ferro [38]. Esta interpretação 

pode também ser aplicada aos elétrodos modificados pela FeP e às AuNPs ligados a Au 

(111) através de ligações CS2. Na presença de AuNPs de 20 e de 40 nm, o número de 

eletrões envolvidos na ORR é 3.1 e 3.5, respetivamente, indicando que ambas as 

reações de redução (formando H2O2 ou H2O) têm um contributo na redução do O2. De 

acordo com os valores estimados, o processo de redução via 4 eletrões deverá ter uma 
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maior contribuição, o que poderá estar relacionada com uma maior quantidade ou 

mais acessibilidade de FeP na superfície. 

Nos elétrodos funcionalizados com a FeP, na presença de nanopartículas de 

Fe3O4 de 20 ou 40 nm foi calculado um valor próximo de 4 eletrões para ambas as 

superfícies. Considerando que nos sistemas CS2/ Fe3O4NPs (20 e 40 nm), sem a 

presença de metaloporfirinas, apenas estão envolvidos 2 eletrões na ORR (valores 

calculados a partir das representações jp vs. ν ilustradas na figuras 4.5b, foi possível 

concluir que com Fe3O4NPs na superfície, esta fica completamente coberta de 

catalisador organometálico, neste caso a FeP, justificando os 4 eletrões estimados. 

Para todos os elétrodos modificados o valor do coeficiente de transferência eletrónica, 

α (equações 1 e 2), foi 0.5 ± 0.1. 

 A segunda abordagem, mais fina, para a determinação do número de eletrões 

envolveu estudar o desempenho catalítico das superfícies de Au modificadas por 

voltametria linear em condições hidrodinâmicas, utilizando o elétrodo rotativo de 

disco (RDE). Nas figuras 4.11 e 4.12 observa-se a evolução das densidades de corrente 

com a variação do potencial de elétrodo registadas a diversas velocidades de rotação, 

numa solução 0.1 M de H2SO4, saturada de ar, para os elétrodos CS2/ Fe3O4NPs (40 

nm)/ CoP e CS2/ Fe3O4NPs (40 nm)/FeP, respetivamente. 

Como descrito no capítulo 2 deste trabalho (seção 2.4.3), os valores da 

densidade de corrente limite (jlim) obtidos para a redução do oxigénio por RDE podem 

ser relacionados com os valores de densidade de corrente de Levich (jLev) e os valores 

de densidade de corrente cinética (jk) através da equação (eq. 3 e 4, secção 2.4.3, 

capítulo 2), como descrito na literatura [40-42]: 

A partir das representações de Koutecky-Levich exibidas nas figuras 4.10b e 

4.11b, foram observadas respostas lineares de jlim
-1 vs. ω-1/2 para ambos os sistemas 

com declives de 1/(0.62nFCD2/3ν-1/6) e interceções de 1/103nFkC.  

Os resultados obtidos por RDE foram concordantes com os obtidos através de 

voltametria cíclica, ou seja, o número de eletrões estimado por cada abordagem foi 

similar. Para o elétrodo de Au antes e após a modificação pelo CS2, Fe3O4 NPs (40 nm) 

e CoP obteve-se 2.3 e 2.2 eletrões, respetivamente, confirmando a redução do O2 a 

H2O2. Nos elétrodos funcionalizados na presença de CS2, Fe3O4NPs de 40 nm e da 

porfirina de Fe, o número obtido foi de 3.9 eletrões, indicando que a redução do O2 é 
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conseguida através do mecanismo mais rápido e energeticamente mais eficiente 

produzindo-se H2O, o que está concordante com outros estudos publicados 

envolvendo macrociclos de ferro e nanomateriais [38, 43]. 

 

Figura 4.10 – a) Curvas de densidade de corrente vs. potencial para a redução do O2 

obtidas com o elétrodo rotativo de disco de Au policristalino, antes e após a 

modificação com CS2/Fe3O4NPs(40 nm)/CoP a diferentes velocidades de rotação, a  = 

20 mVs-1 e em solução arejada de 0.1 M H2SO4; b) Representação das curvas Koutecky-

Levich calculadas para o elétrodo de Au policristalino limpo e modificado. 

 

Figura 4.11 – Curvas de densidade de corrente vs. potencial da redução do O2 obtidas 

com o elétrodo rotativo de disco de Au policristalino modificado com CS2/Fe3O4NPs(40 

nm)/FeP a diferentes velocidades de rotação, a  = 20 mVs-1 e em solução arejada de 

0.1 M H2SO4; b) Representação das curvas Koutecky-Levich calculadas para o elétrodo 

de Au policristalino modificado. 
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Através das interceções das representações de jlim
-1 vs. ω-1/2 foi possível calcular 

a constante de velocidade aparente (k). O valor de k determinado para o elétrodo de 

Au sem modificação foi de 1.3 × 10-2 cm s-1; nos elétrodos modificados pelo CS2, 

Fe3O4NPs (40 nm) e as porfirinas Co de Fe, foram estimados valores de 8.5 × 10-2 cm s-1 

e 3.7 × 10- 2 cm s-1, respetivamente.  

A quantidade de metaloporfirina imobilizada nas superfícies de ouro, na 

presença de nanopartículas de ferro de 40 nm foi também determinada, obtendo-se 

valores de 7.3 × 10-11 mol cm-2 no elétrodo modificado com CoP e 6.9 × 10-11 mol cm-2 

no caso da FeP. Estes valores de cobertura superficial de catalisador foram 

determinados a partir dos voltamogramas apresentados na figura 4.12, registados para 

os elétrodos modificados numa solução desarejada de 0.1 M H2SO4. A integração da 

área dos picos de redução, utilizando a equação 2 descrita na seção 2.3.3 (capítulo 2), 

correspondentes aos processos Co(III)/Co(II) [42](figura 4.13a ou Fe(III)/Fe(II) [37] (figura 

4.12b). O comportamento linear observado entre jp
red e a velocidade de varrimento de 

potencial (Figure 4.12 a’ e b’), indica que estes processos redox não são controlados 

por transferência de massa, ou seja que os centros metálicos estão adsorvidos, de uma 

forma estável, à superfície do elétrodo.  

Considerando as quantidades de catalisador (metaloporfirina) em cada 

elétrodo, os valores de k obtidos para ambas as superfícies são comparáveis aos 

descritos na literatura para este tipo de compostos inorgânicos adsorvidos em grande 

quantidade nos elétrodos (2.2 × 10-2 - 13.6 ×10-2 cm  s-1) [36, 42, 44-46] e para outras 

superfícies funcionalizadas com metaloporfirinas e nanomateriais (2.2 ×  10-2 cm s-1) 

[41]. Adicionalmente, o desempenho catalítico destas novas plataformas é 

significativamente melhor ao obtido para nanopartículas de Pt adsorvidas em 

elétrodos de carbono vítreo e similar à alcançada por agregados de nanopartículas de 

Pt com porfirina de Co formados pelo método de deposição camada-por-camada [2]. 
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Figura 4.12 – Voltamogramas cíclicos dos elétrodos modificados com CS2, Fe3O4NPs de 

40 nm e a) porfirina de Co e b) porfirina de Fe, obtidos em soluções de 0.1 M de H2SO4 

desarejadas (borbulhando N2 durante 60 min); ν = 300 mV s-1.Nas figuras a’ e b’ está 

representada a relação linear entre a densidade de corrente do pico de redução com a 

velocidade de varrimento. 

 

Para complementar os ensaios de RDE e clarificar os produtos formados na 

ORR, recorreu-se ao elétrodo rotativo de disco e anel (RRDE), investigando novamente 

as superfícies que apresentaram melhor resposta eletrocatalítica para a ORR. Na figura 

4.13 estão representadas as curvas da densidade de corrente obtida no disco vs. 

potencial obtido para os elétrodos de Au policristalino modificados com CS2/Fe3O4NPs 

(40 nm)/ CoP ou FeP. Estas curvas foram obtidas a uma velocidade de rotação de 180 

rpm, durante um varrimento de potencial do disco para valores negativos onde, 

simultaneamente, foi medida a corrente obtida no anel, a um potencial de 0.9 V. Este 

valor de potencial é suficiente para oxidar o H2O2 a O2, caso este seja formado no 

disco, ou seja, o H2O2 é considerado um intermediário da ORR e por esse motivo pode 

ser detetado neste tipo de ensaios experimentais, ajudando a definir o mecanismo 

envolvido na redução do O2. Foi observada uma corrente significativa no anel a valores 
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de potencial menores que 0.2 V para a superfície modificada com CoP, correspondente 

à oxidação do H2O2 formado no disco. Em contraste, para a superfície de ouro 

modificada com FeP apenas foram visíveis correntes insignificantes na mesma região 

de potencial, independentemente das correntes obtidas no disco serem mais elevadas. 

Estes resultados provam definitivamente que apenas ocorreu formação de H2O2 como 

produto na ORR no sistema com CoP, validando o número de eletrões estimado a 

partir das representações de Koutecky - Levich e a partir da voltametria cíclica para os 

dois sistemas.  

Os estudos eletroquímicos em condições hidrodinâmicas confirmam, mais uma 

vez, a ligação estável dos nanocatalisadores (NPs/metaloporfirinas) à superfície de 

ouro, pelo CS2, validando a metodologia inovadora que é apresentada neste trabalho. 

 

 

 

Figura 4.13 – Curvas de densidade de corrente vs. potencial da redução do O2 a obtidas 

com o elétrodo rotativo de disco e anel de Au policristalino modificado com 

CS2/Fe3O4NPs(40 nm)/CoP ou FeP, a 180 rpm, disco = 20 mVs-1 e em solução arejada de 

0.1 M H2SO4; Eanel = 0.9 V vs. SCE. 
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Na figura 4.14 é apresentada uma compilação de valores (adquiridos em 

ensaios independentes) de potenciais do pico de redução e das correspondentes 

densidades de corrente de pico, obtidas através de um conjunto de ensaios 

independentes para cada tipo de superfícies modificadas. Como discutido 

anteriormente, o elétrodo modificado com CS2, Fe3O4NPs (40 nm) e CoP exibiu valores 

de potencial mais positivos do que as nanopartículas de Fe3O4  com 20 nm e 

nanopartículas de Au de 20 nm modificadas por esta metaloporfirina. Por sua vez, o 

elétrodo funcionalizado com a FeP e as nanopartículas de Fe3O4 de 40 nm apresentou 

as correntes mais elevadas para ORR. Os melhores resultados obtidos para as NPs de 

maiores dimensões podem ser explicados pela associação de dois fenómenos: pela 

maior capacidade da magnetite menos oxidada em adsorver O2 e facilitar a sua 

conversão redox por possuir mais centros Fe2+ na sua estrutura cristalina [19] e ainda 

possivelmente pela maior quantidade de porfirina adsorvida no elétrodo (Au (111) + 

NPs), considerando o número de partículas à superfície do elétrodo (imagens obtidos 

por AFM).  

Os resultados apresentados neste trabalho demonstraram que as 

nanopartículas de óxido de ferro de 40 nm podem ser consideradas como uma boa 

alternativa nos materiais de cátodo para a reação de redução de oxigénio, 

comparativamente ao uso de metais nobres, mesmo em condições acídicas, tendo em 

conta o eficiente revestimento criado nas Fe3O4NPs pela metaloporfirina e CS2. 

Demostrou-se também a utilidade e aptidão da molécula de CS2 para ligar de forma 

estável nanocatalisadores a superfícies de ouro, mantendo ou melhorando as 

propriedades deste tipo de catalisadores. Esta metodologia é considerada versátil 

podendo ser aplicada no desenvolvimento de outros sistemas catalíticos de interesse. 
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Figura 4.14 – Representação dos valores de |jp
red| vs Ep

red obtidos pelos 

voltamogramas cíclicos dos elétrodos modificados exibidos nas figuras 4.5, 4.6 e 4.7. 

 

 

4.3 Caracterização morfológica das superfícies modificadas 

 

Neste trabalho foi realizada uma análise morfológica da superfície dos 

elétrodos que apresentaram melhor resposta catalítica, pois como anteriormente 

mencionado, a quantidade/distribuição de catalisador presente nas superfícies dos 

elétrodos tem uma grande influência no desempenho eletrocatalítico destes. 

 A figura 4.15a representa a superfície de Au (111) antes da sua modificação, 

onde se pode visualizar os terraços monoatómicos típicos do Au com orientação 

preferencial (111). Em todas as imagens topográficas foi observável a presença de 

nanopartículas dispersas em todas as superfícies do Au (111) analisadas, sendo 

possível estimar um valor aproximado de NPs em cada elétrodo. A concentração 

superficial das NPs estimada para todos os elétrodos modificados localiza-se entre 3 e 
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51010 NPs/cm2. Foi ainda possível construir um histograma para cada amostra, 

determinando-se o tamanho médio das NPs modificadas (figura 4.15). O diâmetro 

médio obtido as AuNPs de 20 nm é ligeiramente superior aos valores obtidos em TEM 

para estas AuNPs, o que corrobora a presença da metaloporfirina na superfície da 

nanopartícula. Verificou-se também a presença de agregados de maiores dimensões 

(figura 4.15b) o que é consistente com a informação recolhida pelos espetros de UV-

visível (figura 4.3a) da suspensão coloidal das AuNPs funcionalizadas. Estes resultados 

indicam que provavelmente a formação de agregados foi causada pelas interações  

entre os aneis porfirinóides que estão ligados às nanopartículas e/ou pela presença do 

CS2, permitindo que cada átomo de enxofre se ligue a uma nanopartícula distinta. 

No caso das nanopartículas de Fe3O4 modificadas com CoP e FeP (figura 4.15c, 

d, respetivamente), o tamanho médio das NPs imobilizadas é próximo ao obtido para 

as Fe3O4NPs não modificadas (≈ 40 nm). Como observado nas imagens de TEM das 

nanopartículas de magnetite, estas NPs não são monodispersas como as AuNPs, 

especialmente as de tamanho maior.  

Os diâmetros teoricamente esperados para as NPs modificadas, considerando 

que provavelmente estarão ligadas 2 porfirinas horizontalmente em cada NP, será de, 

aproximadamente, 22.5 e 42.5 nm (≈ 1.25 nm por macrocilo, determinado recorrendo 

ao programa ACD/ChemSketch) para as NPs de 20 e 40 nm, respetivamente, 

corroborando os tamanhos médios estimados por AFM. 

Assim, o método de preparação dos elétrodos com estas NPs, poderá favorecer 

a adsorção de NPs mais pequenas, justificando o não aparecimento nas imagens de 

AFM de NPs maiores. Os tamanhos médios estimados para as Fe3O4NPs refletem uma 

menor agregação entre estas NPs do que a observada nas AuNPs, provavelmente 

devido à maior afinidade entre os grupos COOH e as nanopartículas de óxidos 

metálicos [28], justificando a obtenção de uma banda de Soret estreita nos espetros de 

UV-visível exibidos nas figuras 4.3 b, c e 4.4.  
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Figura 4.15 – Imagens obtidas por AFM (750  750 nm2) a) do elétrodo de Au(111) sem 

modificação, (z = 25 nm) e dos elétrodos modificados (z = 20 nm), b) CS2 /AuNPs (20 

nm)/CoP, c) CS2/Fe3O4NPs (40 nm)/CoP e d) CS2 / Fe3O4NPs (40 nm)/FeP. 

 

4.4 Imobilização de nanopartículas: dissulfureto de carbono versus 1,6-

hexanoditiol 

  

Com o objetivo de reforçar a importância do CS2 como um ligante eficaz para a 

imobilizar nanopartículas em superfícies de ouro, num só passo, confrontou-se o 

desempenho das superfícies modificadas com o CS2, AuNPs, CoP com o obtido com a 

superfície modificada com uma SAM de 1,6-hexanoditiol previamente formada em Au 

(111), com posterior ligação das AuNPs modificadas com a CoP. 
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Figura 4.16 – Esquema ilustrativo das estruturas formadas após a modificação do 

elétrodo com AuNPs funcionalizadas com porfirina de Co ligadas via CS2 ou 1,6-

hexanoditiol. 

 

A SAM de 1,6-hexanoditiol foi formada durante 15 min e, de seguida este 

elétrodo modificado foi imerso numa solução contendo AuNPs (ou PtNPs) e 

metaloporfirina (CoP ou derivado da vitamina B12). Foi selecionado um período de 

adsorção curto pois não se pretendia ter uma monocamada muito compacta que 

pudesse comprometer a deteção da reação de redução de oxigénio. 

A figura 4.17a exibe o comportamento eletroquímico de ambas as superfícies 

modifcadas (CS2/AuNPs/CoP e hexanoditiol (15 min)/AuNPs/CoP), preparadas em meio 

orgânico. Observou-se um desvio positivo de potencial em ~ 100 mV para o elétrodo 

preparado com CS2 relativamente ao preparado com o 1,6-hexanoditiol. Esta resposta 

catalítica a potenciais de redução mais positivos poderá estar relacionada com a 

distância que existe entre as nanopartículas funcionalizadas e a superfície de ouro, 

constatando-se que uma ligação mais curta, como a do CS2, favorece nitidamente a 

ORR. A monocamada formada de CS2/AuNPs/CoP não deverá ser tão compacta como a 

formada pelo 1,6-heaxnoditiol, pois devido à espontaneidade da reação é de esperar 

que algumas moléculas de CS2 estejam adsorvidas no elétrodo de ouro sem estarem 

ligadas às nanoparticulas funcionalizadas, como foi também proposto no capítulo 3. 
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Deste modo, estas moléculas deverão criar um espaçamento entre os centros 

catalíticos adsorvidos às NPs facilitando a transferência eletrónica com o elétrodo.  

 

 

 

Figura 4.17 - Voltamogramas cíclicos obtidos em soluções de 0.1 M H2SO4 (arejadas), a 

  = 20 mV s-1, do Au(111) modificado com porfirina de Co (CoP),a) hexanoditiol (15 

min)/PtNPs (16 h), hexanoditiol (15 min)/PtNPs e CS2/PtNPs/CoP (16 h)  b) CS2/ AuNPs 

(20 nm)/CoP e hexanoditiol / AuNPs (20 nm)/CoP. 

 

Na figura 4.17b são mostrados os voltamogramas cíclicos obtidos para as 

superficies modificadas com nanopartículas de Pt com tamanhos médios de 3 nm e  

CoP. Foi realizada também uma comparação mais direta entre o desempenho 

catalítico das superfícies modificadas com CS2 e 1,6-hexanoditiol, uma vez que para 

além da SAM do ditiol durante 15 min, foi também estudada a reação, num só passo, 

entre ditiol, PtNPs eCoP durante 16h. Através dos resultados obtidos, foi possível 

verificar que o melhor comportamento catalítico foi obtido para a superfície 

modificada com CS2/PtNPs/CoP, constando-se que a formação de uma monocamada 

de alcanoditiol muito compacta (16 h de adsorção) origina uma inibição da resposta 

catalítica para a ORR, comparativamente ao resultado obtido com apenas 15 min de 

adsorção. 
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A aplicabilidade desta metodologia foi ainda estendida a outro composto 

organometálico, um derivado da vitamina B12 (B12C10S-SC10) (figura 4.18). 

 

 

Figura 4.18 – Estrutura em 3D da B12C10S-SC10 adsorvida na superfície de ouro. 

 

 

Este composto foi especialmente sintetizado assimétrico, com um dissulfureto 

contendo duas cadeias com 10 átomos de carbono, em que apenas uma delas está 

ligada a um centro catalítico de vitamina B12. O intuito foi construir SAMs mais 

organizadas onde as macromoléculas tivessem algum espaçamento entre si, e deste 

modo desempenhar a sua atividade catalítica para a ORR. Através dos voltamogramas 

cíclicos exibidos na figura 4.19a é possível verificar que a resposta catalítica foi 

significativamente melhorada na presença das PtNPs, observando-se um aumento da 

densidade de corrente e principalmente um desvio bastante positivo (~ 200 mV) no 

Ep
red relativamente ao elétrodo modificado com uma SAM de B12C10S-SC10 imobilizada 

diretamente à superfície de ouro. Uma possível explicação para este comportamento 

será o menor empacotamento molecular que ocorre à superfície das nanopartículas de 

Pt de pequena dimensão, face ao obtido numa SAM em ouro plano, podendo neste 

último caso haver uma obstrução à redução do oxigénio à superfície do elétrodo. Foi 

também utilizada a SAM de 1,6-hexanoditiol (formada em 15 min). 
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Figura 4.19 - Voltamogramas cíclicos obtidos em soluções de 0.1 M H2SO4 (arejadas), a 

  = 20 mV s-1 do Au(111) modificado com a) um derivado da vitamina B12 (B12C10S-

SC10), na presença de PtNPs e CS2; b) com uma SAM de ditiol (formada em 15 minutos), 

PtNPs e B12C10S-SC10, e o Au (111)/CS2/PtNPs/B12C10S-SC10. 

 

 

Comparou-se ainda o desempanho catalítico dos eléctrodos modificado com CS2 ou 

com uma SAM de 1,6-hexanoditiol (formada em 15 min). Na figura 4.19b, observa-se 

que a ORR é mais facilitada para a superfície modificada com CS2 do que para o 

elétrodo modificado com uma SAM de ditiol; no primeiro caso Ep
red é detetado a 0.04 

V, 50 mV mais positivo que o observado para a superficie com ditiol (-0.09 V). Com 

estes resultados fica demonstrada a eficácia da metodologia e a importância do CS2 

neste tipo de estudos, constatando-se que quanto menor for a distância entre os 

centros catalíticos e o elétrodo, mais facilitada será a transferência eletrónica e 

consequentemente melhor o desempenho catalítico. 
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4.5 Eletrocatálise de nanopartículas de MnFe2O4 em meio básico 

 

Foi também testada a reação de redução do O2 em meio básico, utilizando a 

mesma metodologia de modificação. Estudou-se o desempenho catalítico das 

superfícies modificadas com CoP, CS2 e nanopartículas de MnFe2O4, em NaOH (0.1 M).  

Na figura 4.20 está representada uma imagem de TEM (figura 4.20a) das 

nanoparticulas de MnFe2O4, que foram sintetizadas segundo um procedimento 

semelhante às Fe3O4 e de acordo com o reportado [47] exibindo uma grande dispersão 

de tamanhos. O tamanho médio observado para as NPs é próximo dos 20 nm. O 

difratograma obtido (figura 4.20b) está de acordo com o esperado e reportado para 

uma amostra de MnFe2O4, indicando que os picos observados no difratograma são 

atribuídos à estrutura do tipo espinela [47].  

 

 

Figura 4.20 – Imagem de TEM e difratograma de raios-X das nanopartículas de 

MnFe2O4 obtidas por precipitação, seguida de tratamento hidrotérmico (em autoclave) 

de 6 horas a 150C.  

 

Os elétrodos modificados com CS2/MnFe2O4NPs exibem uma resposta catalítica 

para a ORR a - 0.33 V, potencial este que é desviado para valores mais positivos (Ep
red ≈ 

- 0.24 V), após a adsorção da CoP nas MnFe2O4NPs. Esta resposta catalítica do elétrodo 

modificado com as MnFe2O4 funcionalizadas como CoP é também superior à obtida no 

elétrodo modificado apenas com CoP (Ep
red ≈ -0.27 V). Os resultados obtidos pelos 

elétrodos modificados com este tipo de nanopartículas estão próximos aos reportados 
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por H. Zhu e colaboradores [19] com as MnFe2O4NPs depositadas em suportes de 

carbono. 

 

 

Figura 4.21 - Voltamogramas cíclicos obtidos em soluções de 0.1 M NaOH (arejadas), a 

  = 20 mV s-1, do Au(111) modificado com porfirina de Co (CoP), CS2/ MnFe2O4NPs (20 

nm) e CS2/MnFe2O4NPs (20 nm)/CoP. 

 

Utilizando o mesmo procedimento, para calcular o número de eletrões 

transferido na ORR, descrito na secção 2.4.3 do capítulo 2 (eq. 3 e 4), o número de 

eletrões estimado é de aproximadamente 2 para ambas as superfícies 

nanoestruturadas na presença e ausência de CoP (CS2/MnFe2O4 e CS2/MnFe2O4/CoP), 

expectável para a reação de redução do O2 em meio básico (secção 1.3). Estes valores 

são semelhantes aos observados para elétrodos modificados com a CoP.  

Com estes resultados fica demonstrado, que a combinação deste tipo de 

nanopartículas de óxidos metálicos com metaloporfirinas, nitidamente melhora o 

desempenho eletrocatalítico do sistema, comparativamente às interfaces preparadas 

apenas com a porfirina adsorvida diretamente na superfície de ouro. O efeito sinérgico 

existente entre as NPs e os derivados porfirinóide de cobalto facilita claramente a 

reação de redução do oxigénio. 

Os resultados demonstraram que as nanopartículas de óxido de metálicos, tipo 

magnetite, podem ser consideradas como uma boa alternativa nos materiais de cátodo 

para a reação de redução de oxigénio, comparativamente ao uso de metais nobres, 
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tanto em condições acídicas ou básicas. O revestimento criado nas NPs pela 

metaloporfirina e CS2 garante a estabilidade das mesmas. A metodologia de um só 

passo usando o CS2 revela-se, mais uma vez, como um método estável para ligar 

nanoconjugados catalíticos a superfícies de ouro, mantendo ou melhorando as suas 

propriedades.  
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Capítulo 5  

Desenvolvimento de plataformas para 

Imunossensores 

 

Parte do trabalho apresentado neste capítulo é objeto do seguinte 

artigo: 

- I. Almeida, J.T. Marquês, W. Liu, Y. Niu, R.F.M. de Almeida, G. Jin, A.S. Viana, 

“Phospholipid/cholesterol/decanethiol mixtures for direct assembly of immunosensing 

interfaces”, Colloids and Surfaces B: Biointerfaces 136 (2015) 997–1003 
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 Os biossensores são dispositivos analíticos que podem ser utilizados para 

determinar alterações bioquímicas e fisiológicas no ser humano, tornando-se desta 

forma essencial o desenvolvimento de plataformas estáveis e sensíveis. Os 

imunossensores usam moléculas ligantes (anticorpos) para formar uma superfície de 

deteção e detetam compostos-alvo (antigénios), obedecendo às interações biológicas 

específicas. Como a preparação da superfície do imunossensor tem um papel crucial 

no seu desempenho, é fundamental desenvolver plataformas que sejam simples, 

eficazese estáveis para serem usadas como interfaces de bioreconhecimento [1, 2].  

 Como mencionado na introdução desta tese, a adsorção não específica 

juntamente com uma apropriada orientação e distribuição do biorecetor na superfície 

são dois dos fatores mais importantes na obtenção de um melhor desempenho de um 

imunossensor. A formação de monocamadas auto-montadas (SAMs) de alcanotióis em 

ouro é uma das estratégias de modificação de superfícies mais populares empregues 

na área dos imunossensores [3-5]. Se os grupos terminais da SAM forem grupos 

carboxílicos ou grupos amina, estes podem ser usados para imobilizar covalentemente 

biomoléculas após um processo de ativação usando o N-hidroxisuccinimida (NHS) e o 

N-(3-dimetilaminopropil)-N'-etilcarbodiimida (EDC) [6, 7]. Contudo, a formação de 

ditiocarbamatos neste tipo de superfícies, foi apresentada como alternativa às SAMs 

de derivados de tióis na preparação de plataformas para imunossensores [2], tendo 

em conta que a formação dos DTC permite a ligação da biomolécula num só passo, 

sem a necessidade do uso de agentes de acoplamento. 

 O trabalho apresentado neste capítulo encontra-se dividido em duas partes: 

i) modificação de superfícies de ouro com base na reação CS2, proteína A, na presença 

de AuNPs (figura 5.1); ii) desenvolvimento de uma nova interface baseada na 

deposição direta de lipossomas contendo fosfolípidos e um derivado de um alcanotiol 

(figura 5.14).  

Para efeitos comparativos foram também realizados ensaios com a interface 

CS2/proteína A. A Imunoglobulina G (IgG) humana, policlonal, foi usada como o 

anticorpo que vai ser imobilizado para reconhecer/detetar especificamente o seu 

antigénio (anti-IgG produzido em cabra, policlonal (Heavy (H) + Light (L), whole 

molecule). A proteína A contém vários domínios de ligação ao IgG e interage 
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especificamente com a porção Fc do IgG, expondo a sua porção Fab bioactiva para 

reconhecer o Anti-IgG [8]. É comummente empregue para uma imobilização orientada 

de IgG e será também utilizada na primeira parte do trabalho. 

 Foram empregues várias técnicas de caracterização durante a execução do 

trabalho: a elipsometria convencional, foi utilizada para medir os parâmetros 

elipsométricos das superfícies modificadas e estimar a espessura de filmes formados 

após cada passo de modificação na preparação da biointerface, incluindo a reação 

entre anticorpo/antigénio; a microscopia de força atómica (AFM), permitiu a 

visualização direta das superfícies modificadas após o processo de modificação e após 

a ligação dos anticorpos; a elipsometria ótica de imagem (IE) e em modo de reflexão 

interna total (TIRIE), bem como a ressonância de plasmão de superfície (SPR), foram 

selecionadas para efetuar os ensaios de bioreconhecimento, avaliando o desempenho 

das plataformas imunossensoras preparadas. 

   

 

5.1 Biofuncionalização de superfícies nanoestruturadas de ouro com CS2 

e Proteína A 

 

 A metodologia utilizada na modificação de superfície de ouro com base na 

reação entre o CS2, a proteína A e as AuNPs é ilustrada no esquema da figura 5.1.  

Devido à espontaneidade desta reação e considerando o que foi anteriormente 

apresentado e discutido no capítulo 3, é possível prever que se possam adsorver várias 

estruturas na superfície de ouro, moléculas de CS2 que não reagiram com os grupos 

amina, estruturas de CS2/proteína A e de CS2/AuNPs/proteína A. 
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Figura 5.1 – Esquema ilustrativo da metodologia usada na modificação de superfícies 

de ouro através da reação entre CS2, proteína A e AuNPs, para detetar fenómenos de 

reconhecimento biológico (anticorpo-antigénio). 

 

 

 A caracterização da morfologia das superfícies modificadas com 

CS2/AuNPs/proteína A e CS2/proteína A, realizada por AFM, permitiu confirmar o 

sucesso dos vários passos de modificação da superfície de ouro. Na figura 5.2 

observou-se que ambas as superfícies estão cobertas após a reação de modificação 

com CS2 e proteína A, na presença e ausência de NPs. Na superfície que contém 

nanopartículas visualizam-se estruturas globulares de maiores dimensões (30-36 nm), 

atribuídas à presença das AuNPs (~ 20 nm de diâmetro) funcionalizadas com proteína 

A. No elétrodo modificado pelo CS2 /proteína A, detetou-se também a presença de 

estruturas esféricas de menores dimensões (~ 20 nm) atribuídas à proteína A ligada ao 

CS2. É ainda de assinalar que, estes glóbulos com dimensões na ordem dos 20 nm 

(tendo em conta os efeitos da convulsão da ponta utilizadas nas imagens de AFM, que 

podem ampliar ligeiramente o diâmetro do enzima [9], atribuídos à proteína A, 

também são visíveis em muitas zonas da imagem do elétrodo modificado com NPs. 

Estes deverão corresponder a existência de CS2/proteína A que se adsorveram 

diretamente ao ouro plano, consequência da espontaneidade da metodologia 

empregue, como é ilustrado no esquema da figura 5.1. 
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Figura 5.2 – Imagens de AFM (500 × 500 nm2) e correspondente perfil topográfico das 

superfícies modificadas com a) CS2/AuNPs/proteína A e b) CS2/proteína A.  

 

 O desempenho das plataformas CS2/AuNPs/proteína A e CS2/proteína A para a 

deteção da reação de bioreconhecimento IgG /Anti-IgG foi avaliado por elipsometria 

convencional, IE, SPR e TIRIE. Para este efeito foi necessário atestar a capacidade 

destas interfaces em inibir as interações não-especificas que possam ocorrer na 

superfície, e para tal foi utilizado um tampão com um agente bloqueador (Blocking 

Buffer, BB) à base de caseína. Foi ainda usado, durante os ensaios de SPR e TIRIE, 

0.05% de um surfactante Tween-20 (PBST) no tampão fosfato [10], de forma a reduzir 

também a adsorção física de proteínas.  

Na figura 5.3 são apresentados resultados de SPR obtidos para as superfícies 

funcionalizadas com CS2 (Figura 5.3a) e CS2/proteína A (figura 5.3b). Na superfície 

modificada com CS2, após se injetar a solução com Anti-IgG (100 µg/ml) e a respetiva 

lavagem do canal da célula de SPR, não se observou a ligação à biomolécula à 

superfície pois os valores de RU após a lavagem com PBST diminuíram até ao valor 

inicial (~ 0 RU). É de notar que o aumento do sinal de SPR observado após a chegada 

do IgG à célula reacional, e que decresce após lavagem com PBST, é apenas devido à 
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alteração do índice de refração das soluções (PBST e solução com o IgG). De seguida foi 

injetada a solução de BB, observando-se um enorme aumento do sinal ótico, e logo de 

seguida uma diminuição abrupta destes valores, devido à lavagem com PBST. Como se 

constata, os valores não retornaram imediatamente ao valor inicial, no entanto, e 

mesmo depois de ter sido testada também a interação do IgG (100 µg/mL), o sinal de 

SPR vai-se aproximando de 0 com o decorrer do tempo, indicando que esta interface 

inibe as interações não especificas, um dos requisitos mais importantes na preparação 

de imunossensores. Já na superfície modificada com CS2 e proteína A observou-se um 

aumento da resposta de SPR após a interação do IgG (181 RU) e do anti-IgG (282 RU), 

estimando-se uma razão Anti-IgG/IgG de 1.6 (tabela 5.1).  

 

Figura 5.3 – Sinal de SPR registado em tempo-real da interação da IgG (ou anti-

IgG) no elétrodo modificado com a) CS2 e b) CS2/proteína A. Na superfície modificada 

apenas com CS2, foi também testada a adsorção não-específica desta interface 

utilizando o BB. 
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Tabela 5.1 - Valores da variação do sinal de SPR (figura 5.3 e 5.4) em unidades relativas 

(ΔRU) obtidos para as superfícies modificadas e após a ligação do IgG e do Anti-IgG. A 

razão entre os valores de RU do Anti-IgG e da IgG é também apresentada. 

 

 

Na presença de AuNPs (figura 5.4), observou-se um significativo aumento no 

valor da intensidade do sinal de SPR quando o IgG interage com a superfície 

modificada CS2/AuNPs/proteína A, indicando que se ligaram mais moléculas de IgG à 

proteína A, quando comparado ao elétrodo modificado com apenas CS2/proteína A, 

pois, mesmo após a lavagem com PBST, não se registou qualquer alteração de sinal, 

indicando que a variação de sinal observada é devido à ligação forte do IgG à proteína 

A. Consequentemente, a quantidade de moléculas de Anti-IgG que conseguiu reagir 

com a superfície também foi superior, comparativamente à interface CS2/proteína A, 

determinando-se uma razão Anti-IgG/IgG de ~ 2 (tabela 5.1). Este resultado indica que 

nesta configuração de superfície, com nanopartículas 1 IgG conseguiu detetar 2 

moléculas de Anti-IgG.  

Em contrapartida, no resultado exibido na figura 5.4b, foi possível observar que 

na superfície modificada com AuNPs/proteína A, na ausência portanto de CS2, após a 

interação do IgG, o sinal aumentou 371 RU, enquanto, que com a ligação do Anti-IgG 

apenas sofreu um aumento de 279 RU (razão Anti-IgG/IgG = 0.8, tabela 5.1). Este 

resultado indica que poderá ter ocorrido alguma adsorção não-específica do IgG na 

superfície das AuNPs e/ou na superfície de ouro (figura 5.5) causando uma diminuição 

na eficiência de deteção específica do Anti-IgG.  
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Figura 5.4 – Sinal de SPR adquirido em tempo-real da interação do IgG e do Anti-IgG 

nos elétrodos modificados com proteína A e AuNPs, na a) presença e b) ausência de 

CS2. 

 

Com estes resultados fica demonstrado que o papel do CS2 neste tipo de 

metodologias é fundamental, tanto na prevenção de interações não-específicas nas 

AuNPs como na superfície de ouro plana, como também em criar espaçamento entre 

as estruturas de CS2/proteína A para uma adsorção de moléculas de IgG mais 

orientada e capaz de ser sensível à deteção do Anti-IgG (figura 5.5).  

Os esquemas representados na figura 5.5 foram propostos para demonstrar as 

possíveis estruturas/adsorbatos que poderão ser formados por esta metodologia de 

um só passo, na ausência (figura 5.5a) e presença de CS2 (figura 5.5b) e as prováveis 

ligações específicas e não-específicas que poderão ocorrer na superfície das AuNPs. 

 

Figura 5.5 – Estruturas ilustrativas do tipo de ligações que podem ocorrer entre as 

AuNPs, proteína A, IgG e o Anti-IgG na a) ausência e b) presença de CS2. 



Capítulo 5 – Desenvolvimento de plataformas para Imunossensores 

 

184 

 

 

 

Foram também efetuadas medições elipsométricas para determinar os 

parâmetros elipsométricos (Ψ,Δ) e posteriormente determinar a espessura dos filmes 

(df) formados após a reação de modificação com CS2, proteína A com e sem AuNPs e 

após a ligação dos anticorpos (IgG e posteriormente Anti-IgG). Os resultados obtidos 

por esta técnica são apresentados na tabela 5.2. Inicialmente foram medidos os 

parâmetros Ψ,Δ do substrato, que permitem analiticamente determinar as 

propriedades dielétricas do substrato limpo (ns, ks). Após a modificação do elétrodo, 

foram medidos novamente o Ψ e o Δ correspondentes ao novo sistema formado sobre 

o substrato cujas propriedades óticas intrínsecas foram lá determinadas. Considerando 

que este sistema pode ser descrito pelo modelo de três camadas homogéneas 

(substrato-filme-meio ambiente) e assumindo um valor para a componente real do 

índice de refração dos filmes de 1.5 (reportado para um filme de proteína depositado 

num substrato metálico)[11], como mencionado na seção 2.4.4 do capítulo 2, foi 

possível estimar valores aproximados de espessuras após cada passo. 

No elétrodo modificado com CS2 e proteína A, a espessura ótica estimada é de 

1.47 nm, enquanto no elétrodo modificado por CS2, Proteína A e AuNPs é de 3.75 nm 

(tabela 5.2), assumindo o mesmo índice de refração para os dois filmes. Esta opção (nf 

fixo independentemente da natureza do filme) é suportada pela evolução do valor do 

coeficiente de extinção determinado à medida que a complexidade da camada 

aumenta. Com efeito, na ausência de nanopartículas de ouro, os filmes formados de 

natureza puramente orgânica revelam-se muito pouco absorsores (0.03<k<0.13). Com 

a incorporação de nanopartículas de ouro (sistema CS2/AuNPs/Proteína A) o valor de k 

aumenta, fruto da forte absorção por parte das NPs. No entanto, após interação com a 

IgG e posteriormente com a Anti-IgG os valores do coeficiente de extinção diminuem, 

o que revela que as propriedades óticas do filme são, na sua globalidade, basicamente 

determinadas pela natureza da componente orgânica da camada, validando assim a 

escolha de um valor de n fixo determinado para filmes de semelhante natureza. 

Através dos valores de espessura dos filmes formados foi estimada uma razão 

Anti-IgG/IgG de 1.7 e 1.9 para as superfícies CS2/proteína A e CS2/AuNPs/proteína A, 

respetivamente, coerentes com os determinados por SPR (tabela 5.1). 
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Tabela 5.2 - Valores de Ψ e Δ medidos a  = 70º (λ= 632.8 nm) e espessuras óticas dos 

filmes (df) e de coeficientes de extinsão (k) obtidos para as superfícies modificadas com 

CS2/proteína A e CS2/AuNPs/proteína A. O valor da variação da espessura (Δdf) foi 

determinado após a interação da IgG e após a interação com o Anti-IgG para cada 

superfície.  

 

*[2]. 

 Uma das razões pela qual as AuNPs foram introduzidas na reação de 

modificação dos substratos de ouro baseia-se no fenómeno de ressonância de plasmão 

de superfície, característico destes nanomateriais, que poderá conduzir ao aumento da 

resposta SPR. Nos ensaios de elipsometria convencional e de SPR, o comprimento de 

onda da luz incidente usado foi de 632.8 nm e entre 630-670 nm, respetivamente. No 

entanto, para excitar o plasmão de superfície das AuNPs, (em particular, as de 

tamanho médio de 20 nm), o comprimento de onda deverá ser próximo de 520 nm 

[12]. Logo, e como se pode observar pelos valores de Ψ e Δ obtidos num elipsómetro 

espectroscópico (elipsómetro VASE criado por J.A. Woollam Co. (Lincoln, Nebraska), 

para as superfícies de Au/CS2/AuNPs (figura 5.6a) e Au (figura 5.6b) apresentados na 

figura 5.6 (registados a vários ângulos de incidência), não existe variação significativa 

destes parâmetros elipsométricos, nos valores de comprimento de onda utilizados nas 

duas técnicas óticas, indicando que possivelmente este facto não influenciou os 

resultados obtidos. A diferença mais significativa entre as duas superfícies é o valor de 

Ψ que é inferior na superfície modificada com NPs. Este comportamento corrobora os 

dados de elipsometria convencional apresentadas na tabela 5.2. Após a imobilização 
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das NPs deu-se um decréscimo acentuado do valor de Ψ, comprovando assim a sua 

presença nos elétrodos modificados.  Assim verifica-se que a vantagem de ter 

nanopartículas de ouro na superfície deverá decorrer principalmente da maior área 

superficial.  

 

  

Figura 5.6 – Valores de Ψ e Δ medidos por elipsometria a vários ângulos de incidência 

para as superfícies a) Au/CS2/AuNPs e b) Au. 

 

 

Foram realizados ensaios de SPR para estudar a sensibilidade da interface 

CS2/AuNPs/proteína A após a interação do IgG para detetar o Anti-IgG a concentrações 

inferiores a 100 µg/mL (660 nM). O sinal de SPR obtido é apresentado na figura 5.7, 

onde é possível constatar que a partir da concentração de 6.6 nM (1 µg/mL) o 

imunossensor já responde, ou seja, as moléculas de IgG imobilizadas reconhecem 

especificamente algumas moléculas de Anti-IgG. Após a adição de uma solução mais 

concentrada de IgG (66 nM, 10 µg/mL), o sinal aumenta abruptamente (cinética da 

reação é rápida) (ΔRU = 462), relativamente ao sinal após a interação do IgG (ΔRU = 

180).  
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Figura 5.7 – Sinal de SPR adquirido em tempo-real da interação do IgG (660 nM) e do 

Anti-IgG a diferentes concentrações (6.6-66 nM), na superfície modificada com AuNPs, 

CS2, proteína A. 

 

Neste trabalho foram ainda realizados estudos de IE e de TIRIE em dois 

equipamentos desenvolvidos no Institute of Mechanics, Chinese Academy of Sciences 

em Beijing, de forma a complementar os estudos de SPR e elipsometria convencional. 

Estas técnicas óticas são bastante poderosas para estudos de filmes orgânicos finos 

transparentes, pouco absorsores, pois por serem muitos sensíveis à intensidade da luz, 

analisam cada ponto da superfície com uma elevada resolução axial, expressa numa 

escala de cinzentos (Grayscale).  

Na figura 5.8 são mostrados os resultados obtidos por elipsometria de imagem 

da superfície de ouro funcionalizada com CS2/AuNPs/proteína A, e após a interação do 

IgG e do Anti-IgG. Verificou-se que após cada passo de modificação, há uma variação 

da escala, a superfície vai adquirindo uma cor cinzento mais claro, indicando um 

aumento de espessura correspondente à imobilização das biomoléculas, G. Jin e seus 

colaboradores [13] reportaram alguns dos primeiros estudos realizados pela mesma 

técnica ótica sobre a imobilização de proteínas em superfícies de sílica, descrevendo 
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que, a intensidade detetada (I) e a espessura do filme (df) se relacionam segundo a 

seguinte equação (eq. 15),  

I = k × df
2 (eq. 15) 

 sendo o k uma constante [14].  

 

Figura 5.8 – Imagens (2D e 3D) obtidas por elipsometria de imagem para as superfícies 

modificadas com CS2/AuNPs/proteína A, e após a incubação com IgG e Anti-IgG. 

 

Deste modo, a espessura dos filmes caraterizados por esta técnica não é 

diretamente proporcional à intensidade (grayscale) obtida em cada imagem. Contudo, 

as diferenças entre os valores de grayscale medidos nas superfícies modificadas 

(tabela 5.3) permitem comparar os valores obtidos após a ligação do IgG e do Anti-IgG, 

estimando-se uma razão Anti-IgG/IgG de 2.6, valor este ligeiramente superior ao 

determinado através dos resultados de SPR para a mesma superfície (2.1) mas próximo 

do esperado se considerarmos uma proporção Anti-IgG:IgG de 2:1, na reação de 

bioreconhecimento. 
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Tabela 5.3 – Valores de grayscale e razão Anti-IgG/IgG obtidos a partir das imagens 

mostradas na figura 5.9 

 

 

 

Através dos ensaios de TIRIE pretendeu-se avaliar o desempenho em tempo-

real (inibição das interações não-específicas e a reação de bioreconhecimento) da 

interface Au/CS2/AuNPs/Proteína A. Esta técnica permite estudar várias reações ao 

mesmo tempo, em diferentes canais, utilizando a mesma superfície de ouro, pois o 

sistema microfluidíco possui um conjunto de 24 células reacionais. 

Na figura 5.9a são apresentadas as curvas de TIRIE adquiridas em tempo-real 

para a superfície modificada com CS2, proteína A e AuNPs, após a interação do IgG e do 

Anti- IgG. Inicialmente, para avaliar a inibição das interações não especificas nesta 

superfície modificada, foi adicionado BB no sistema microfluídico. Este é removido 

quase na totalidade, ficando apenas algumas moléculas de caseína adsorvidas 

fisicamente ou inespecificamente ao Au modificado. É de salientar que o ouro usado 

nestes ensaios de TIRIE é mais rugoso que o usado nas experiências de SPR 

(rugosidade (rms) AuTIRIE = 2.69 nm; AuSPR = 1.32 nm), o que poderá facilitar a adsorção 

não-específicas de algumas moléculas do BB neste tipo de superfícies, caso a cobertura 

de CS2 não seja tão uniforme. Após a interação do IgG verificou-se um aumento 

significativo do sinal ótico, devido à mudança do índice de refração das soluções, 

contudo após lavagem da superfície com PBST, ainda se registou uma diferença de 

valores na grayscale (Δgrayscale) de 2680, que deverá ser atribuído à ligação específica 
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do IgG às moléculas de proteína A. Para comprovar que, após a incubação do IgG, já 

não existem locais disponíveis para ligações não-específicas, foi injetado novamente 

BB, observando-se que este é totalmente removido. A diferença obtida para o sinal 

ótico após a ligação do Anti-IgG foi 8480, verificando-se também que estas moléculas 

se encontram ligadas fortemente ao IgG. É de notar que a capacidade de 

bioreconhecimento do Anti-IgG é um bom indicador da bioatividade de IgG e da 

sensibilidade da biointerface para reconhecer fenómenos de bioespecificidade.  

 

 

Figura 5.9 - Curvas de TIRIE adquiridas em tempo-real da interação de a) IgG e Anti-IgG 

e b) Anti-IgG e IgG, na superfície modificada com CS2/AuNPs/proteína A.  

 

 

Para confirmar que as moléculas de Anti-IgG se ligam ao IgG especificamente e 

não à proteína A foi efetuado um ensaio de TIRIE, usando a mesma superfície 

modificada (CS2/AuNPs/proteína A) fazendo reagir primeiro o Anti-IgG e só depois o 

IgG (figura 5.9b). Observou-se que existem diferenças nos valores de Δgrayscale, pois 

foram obtidos menores valores para a interação do Anti-IgG e maiores para o IgG. Na 

tabela 5.4 são apresentadas as razões entre as grayscale do Anti-IgG/IgG, tendo sido 

estimados valores de 3 e 0.7 para a superfície modificada com CS2/AuNPs/proteína A, 

após a interação do IgG ou do Anti-IgG à proteína A, respetivamente.  
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Tabela 5.4 - Valores estimados da variação do grayscale obtidos para a superfície 

modificada com CS2, AuNPs e proteína A, após a interação do IgG e Anti-IgG, e vice-

versa, e a razão entre os valores de grayscale do Anti-IgG e da IgG. 

 

 

 

Os resultados obtidos por elipsometria convencional, SPR, TIRIE, elipsometria 

de imagem, TIRIE, são consistentes entre si, demostrando que a metodologia de um só 

passo, envolvendo a reação entre o CS2, Proteína A, na presença de AuNPs, é viável 

para imobilizar anticorpos de forma orientada, de forma a detetar especificamente o 

respetivo antigénio. O IgG é policlonal mas o seu fragmento Fc tem afinidade para a 

proteína A, facilitando uma imobilização orientada na superfície modificada [8]. 

Considerando que nestes ensaios se utilizou um Anti-IgG policlonal (Heavy+Light), isto 

é, pode reagir tanto com porções do fragmento Fc mais pesado (H) como com o mais 

leve (L, F(ab’)2/Fab) dos IgGs imobilizados, pode-se assumir que 2 Anti-IgG’s se liguem 

a 1 IgG imobilizado possivelmente pelos fragmentos Fab’s, pois o Fc estará ligado à 

proteína A.  

 É de realçar que espontaneidade da reação entre CS2, AuNPs, proteína A 

origina também a adsorção de moléculas de CS2 e CS2/proteína A (figura 5.1) que são 

fundamentais na inibição da adsorção não-especifica de proteínas. 

 

Utilizando a metodologia de uma só passo de modificação de superfícies de 

ouro com CS2 e proteína A e aproveitando as potencialidades da técnica de TIRIE foram 

ainda realizados alguns ensaios preliminares envolvendo a funcionalização de 

nanopartículas magnéticas de Fe3O4 com o Anti-IgG (reação entre a solução de Anti-

IgG (10 µg/mL) e a solução de Fe3O4NPs (1 mg/mL), durante 2h em solução de tampão 
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fosfato), como ilustrado no esquema da figura 5.10, com o intuito de aumentar o sinal 

ótico correspondente à reação de bioreconhecimento. Este tipo de nanopartículas 

magnéticas tem sido utilizado para a imobilização de biomoléculas, como referido no 

capítulo 3 (seção 3.2), devido às suas características particulares, tais como, excelente 

biocompatibilidade e propriedades magnéticas e claro elevada área superficial [15]. 

 

Figura 5.10 – Esquema ilustrativo da metodologia usada na modificação de 

superfícies de ouro através da reação do CS2, proteína A para ligação do anticorpo 

(IgG) e de nanopartículas de Fe3O4 funcionalizadas com Anti-IgG. 

 

Na figura 5.11 é possível observar as curvas obtidas por TIRIE da superfície 

modificada com CS2/proteína A, observando que após a injeção do BB e lavagem com 

o PBST, os valores de grayscale não retomaram o valor inicial, indicando que deverão 

ter-se ligado algumas moléculas de caseína à superfície do ouro, demonstrando, mais 

uma vez, que estas superfícies poderão favorecer alguma adsorção de proteínas, 

ligadas não-especificamente. Contudo, verificou-se que após a ligação do IgG (100 

µg/mL) obtiveram-se valores de grayscale, esperados para uma imobilização específica 

de IgG na proteína A. No passo seguinte foram injetadas três soluções diferentes em 

três células distintas no sistema microfluídico: solução de Anti-IgG (10 µg/mL) + 

Fe3O4NPs (célula a); solução de Anti-IgG (10 µg/mL) (célula b); solução de PBST com 

Fe3O4NPs (célula c). Observou-se que após a introdução da solução contendo apenas 

nanopartículas de magnetite não se registou qualquer alteração do sinal de grayscale 

(~ 0), ao contrário do observado após a interação do IgG com as soluções contendo o 

antigénio, Anti-IgG (Δgrayscale = 5890) e Anti-IgG+Fe3O4NPs (Δgrayscale = 7911) 

(tabela 5.5).  
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Apesar de ser visível que o sinal de grayscale entre o IgG e Anti-IgG ainda não 

teria estabilizado este aumento é atribuído à ligação do Anti-IgG ao IgG, constatando-

se que apesar da razão entre Anti-IgG/IgG ser semelhante nos dois canais, a cinética da 

reação é mais rápida na presença de nanopartículas de Fe3O4+Anti-IgG, relativamente 

à observada para a solução contendo apenas Anti-IgG. Estes resultados levam a que 

seja necessário explorar outras metodologias de modificação deste tipo de NPs para 

aumentar a sensibilidade da plataforma na deteção de anticorpos. 

 

 

Figura 5.11 – Curvas de TIRIE adquiridas em tempo-real da interação do IgG e das 

soluções de Anti-IgG+Fe3O4NPs (a), Anti-IgG (b) e Fe3O4NPs (c), na superfície 

modificada com CS2/proteína A. 
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Tabela 5.5 - Valores estimados da variação do grayscale obtidos para a superfície 

modificada com CS2/proteína A, após a interação do BB, IgG e das soluções de Anti-

IgG/Fe3O4NPs (a), Anti-IgG (b) e Fe3O4NPs (c). 

 

 

Com o objetivo de preparar plataformas imunossensoras biologicamente mais 

favoráveis, tem-se recorrido à utilização de sistemas modelo de biomembranas (por 

exemplo, bicamadas lipídicas) para funcionalizar superfícies de ouro, criando interfaces 

ativamente disponíveis e adequadas para o acoplamento de anticorpos.  

De seguida são explorados dois procedimentos de modificação de superfícies 

de ouro com base na formação de bicamadas lipídicas suportadas. 

 

5.2 Bicamadas lipídicas suportadas em ouro  

 

As membranas biológicas apresentam na sua constituição uma grande 

diversidade de lípidos e proteínas. A composição particular de cada membrana reflete 

as diferentes funções associadas a essa biomembrana [16-18]. As diferentes interações 

lípido-lípido, lípido-proteína e proteína-proteína que se estabelecem nas 

biomembranas são responsáveis pelas propriedades físicas que as caracterizam, como 

a fluidez, a carga ou a curvatura [19, 20]. Como as interações e propriedades referidas 

são muito difíceis de estudar em membranas biológicas, recorre-se frequentemente a 

sistemas modelo que mimetizam algumas das propriedades das biomembranas, sem 

apresentar o mesmo grau de complexidade, e.g. [21-24]. Os sistemas modelo mais 
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comuns são as monocamadas, lipossomas e as bicamadas suportadas e podem ser 

preparados com lípidos puros, misturas de lípidos ou misturas lípido-proteína [16, 25]. 

As bicamadas lipídicas suportadas (SLB) foram o sistema modelo utilizado neste 

trabalho e foram preparadas pelo método de fusão de vesículas. Há dois mecanismos 

propostos para explicar a formação de uma bicamada sobre um suporte sólido a partir 

do método de fusão de vesículas [26]. As vesículas adsorvem à superfície do substrato, 

fundem-se e sofrem a rutura formando uma bicamada; ou as vesículas fundem-se, 

adsorvem ao substrato e sofrem a rutura formando a bicamada. A adsorção das 

vesículas é melhorada por interações eletrostáticas com o substrato, a sua fusão 

depende do seu tamanho, pelo que quanto menores mais eficaz será este processo, no 

entanto, em superfícies de ouro, a presença de vesículas de maior tamanho provou ser 

essencial para que este processo ocorresse de forma eficiente e também para gerar 

bicamadas que se estendem por toda a superfície do elétrodo obtendo-se, assim, um 

grande cobertura de superfície. A rutura das vesículas é mais facilmente desencadeada 

pela presença de Ca2+ (por exemplo, na solução de tampão Hepes, na forma de CaCl2), 

pelo aumento de temperatura e de pressão osmótica [26]. A presença deste ião é 

determinante quando se pretende preparar SLB em superfícies carregadas 

negativamente, como a mica ou ouro modificado com SAM contendo grupos 

carboxílicos, uma vez que se estabelece uma ponte eletrostática entre o grupo fosfato 

presente na cabeça dos fosfolípidos e a superfície do substrato, aumentando desta 

forma a interação vesícula-substrato e, assim, favorecendo os processos que levam à 

formação da bicamada [27]. No caso de superfícies de ouro não modificado é 

necessário que a deposição de vesículas ocorra na ausência de sal (por exemplo, NaCl), 

pelo que este sal deverá estar ausente do tampão. A presença de iões cloreto na 

solução irá diminuir não só a interação intervesículas como também a interação 

vesícula-substrato, isto porque, o Cl- liga ao grupo trimetilamina (carregado 

positivamente) presente nas cabeças polares dos fosfolípidos, acabando por anular, 

até certa extensão, a carga deste grupo trimetilamina. Por outro lado, se a superfície 

de ouro estiver modificada, por exemplo com uma SAM de COOH (MUA), é necessário 

a presença do ião Ca2+, pois este vai mediar a interação entre os grupos negativos 

(COO-) da SAM e os grupos PO4
- da fosfatidilcolina [28]. 



Capítulo 5 – Desenvolvimento de plataformas para Imunossensores 

 

196 

 

O uso de interfaces baseadas em lípidos para biossensores é uma metodologia 

que tem vindo a revelar-se bastante promissora pois possibilita a criação de um 

ambiente biomimético, ideal para “acomodar” outras moléculas e/ou macromoléculas 

biológicas, como enzimas e anticorpos. Este tipo de interfaces são biocompatíveis, 

impedem a desnaturação da proteína de transdução que pode ocorrer após contacto 

com a superfície do metal e podem inibir a ligação não-específica [29-36]. Esta ação é 

devido à presença de grupos fosfatidilcolinas, os quais não têm grande tendência para 

se ligar a outras biomoléculas, prevenindo a adsorção não específica. 

Uma das características limitantes deste tipo de sistemas tem sido a 

estabilidade da bicamada lipídica suportada (SLB), em particular, quando depositada 

diretamente em ouro e por isso têm sido usadas abordagens mais complexas que 

utilizam moléculas sintetizadas, nomeadamente, tiolípidos [34, 37] com derivados de 

polietileno glicol (PEG) [38, 39], lipídios biotinilados [37, 39-41] ou outros sistemas 

ancorados de SAMs [42, 43]. 

Neste trabalho foi descrita uma nova e simples metodologia para preparar 

interfaces imunossensoras baseadas na deposição de bicamadas lipídicas em ouro, 

usando lípidos comuns (um fosfolípido (1,2-Dipalmitoil-sn-Glicero-3-fosfocolina, DPPC) 

e colesterol) e um alcanotiol. O uso deste tipo de lípidos, que permite beneficiar das 

suas propriedades biofísicas e químicas e, conjuntamente com a incorporação de uma 

pequena percentagem do decanotiol na SLB, é uma enorme vantagem, 

comparativamente, por exemplo, ao uso de tiolípidos sintetizados.  

As caraterísticas biofísicas dos lípidos dependem do seu estado físico na 

membrana, que é interpretado por um diagrama de fases, tendo em conta a sua 

temperatura de fusão [44]. Neste trabalho foi utilizada uma mistura binária 

DPPC/colesterol (70:30). O diagrama de fases desta mistura mostra que as proporções 

molares de lípidos usados no sistema estão na fase líquido ordenado [21, 45-47], 

apresentando uma grande resistência [48] mecânica e um grande empacotamento 

molecular, sendo ao mesmo tempo um fluido. Esta fluidez não só permitirá a dinâmica 

funcional adequada às proteínas mas também facilita a formação de uma bicamada 

lipídica plana e contínua a partir de vesículas de lípidos. A fase líquido ordenado é a 

mais representativa da membrana plasmática em células humanas e é muito estável 

em relação a mudanças de temperatura e pressão [44, 45, 47]. 
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Foram testados dois procedimentos para desenvolver este tipo de interfaces: i) 

a preparação de uma mistura binária de DPPC/colesterol (70:30) e a sua deposição na 

superfície de ouro pré-modificado com uma SAM de MUA (figura 5.15); ii) 

incorporação de um pequeno volume de um derivado de um alcanotiol, na mistura 

binária DPPC/colesterol, numa proporção de 65:30:5 (DPPC/colesterol/decanotiol) 

(figura 5.17). As estruturas do DPPC e colesterol, encontram-se no capítulo 2, secção 

2.1 (figura 2.2). As vesículas preparadas contêm 5% de decanotiol, com o intuito de 

promover uma ligação forte e estável da bicamada à superfície do ouro, como 

representado na figura 5.17. O desempenho das plataformas preparadas foi avaliado 

pela capacidade de inibir o estabelecimento de interações não especificas e através da 

eficiência da reação de bioreconhecimento entre aIgG humana (que funcionará como 

antigénio) e o anticorpo  Anti-IgG humana preparado em cabra, recorrendo às técnicas 

de SPR, elipsometria e AFM. 

 

 

5.2.1 Ouro previamente modificado por uma SAM de ácido 

mercaptoundecanóico  

 

A bicamada lipídica foi depositada numa superfície de Au que foi previamente 

modificada com uma SAM de ácido mercaptoundecanóico (MUA) (figura 5.15), SAM 

esta que é tipicamente usada para este fim [28, 33, 49]. Como referido anteriormente, 

uma superfície de ouro modificada por uma SAM com grupos terminais com carga 

negativa, como é o caso da MUA, é uma superfície hidrofílica, carregada 

negativamente a pH 7, logo só vai interagir com as cabeças dos fosfolípidos (PO4
-), na 

presença de Ca2+. Estas interações são maioritariamente electroestáticas. Como 

exemplificado no esquema da figura 5.15, obtém-se uma superfície de ouro 

modificada com a SAM e após a deposição dos lípidos as fosfatidilcolinas que ficam no 

folheto superior/externo, deverão inibir as adsorções não-especificas de proteínas.  
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Figura 5.15 - Ilustração gráfica da deposição da bicamada lipídica (DPPC/Colesterol 

70:30 mol%) suportada em Au modificado por uma SAM de MUA. 

 

Por outro lado, o COO- estabelece interações eletrostáticas com proteínas que 

também deverão estar carregadas a este pH, como se verifica no sensograma da figura 

5.16a. Verificou-se, como esperado, que a SAM MUA interage significativamente com 

o IgG, muito provavelmente através de ligações eletrostáticas, estimando-se 

elipsometricamente que a espessura (df) da camada de proteína que interagiu com a 

SAM e que permaneceu adsorvida na superfície, após lavagem com tampão Hepes e 

água, foi de ≈ 3.4 nm (tabela 5.8). A adsorção não específica da IgG ocorre também em 

ouro sem qualquer modificação, mas em menor extensão, d = 2.1 nm [6].Contudo, os 

resultados de SPR mostram claramente que após a deposição da bicamada lipídica 

DPPC/colesterol (70:30) no Au modificado com MUA (figura 5.16b) não há 

praticamente alteração nas unidades RU quando o IgG ou a BSA (albumina de soro de 

bovino, utilizada para avaliar a adsorção de ligações não especificas) são injetados na 

célula e principalmente após o passo de lavagem com PBS. Este comportamento 

indica, portanto, que a bicamada lipídica inibe as interações não especificas com 

proteínas (IgG e BSA) (figura 5.16b). Para complementar estes resultados, a espessura 

da SLB foi estimada por elipsometria obtendo-se valores de, aproximadamente, 5.2 

nm, o que está de acordo com o esperado e reportado para bicamadas suportadas em 

ouro[28].Foi ainda possível detetar que apenas uma quantidade insignificante (Δdf ~ 

0.2 nm) de IgG fica adsorvida desta SLB (tabela 5.8), corroborando a informação 

recolhida por SPR.  
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Estes resultados demonstraram que a bicamada lipídica DPPC/colesterol revela 

ser bastante eficiente na inibição de adsorções físicas indesejadas, não sendo 

necessário o uso de agentes bloqueadores. Em estudos anteriores reportados foi 

descrito uma capacidade parcial dos lípidos de impedir as adsorções não-

específicas[50, 51] noutro tipo de substratos, tais como Poli(dimetilsiloxano)[52], 

Poli(metilmetacrilato)[50]ou silicone[51] e até em ouro [53]. 

 

 

 

Figura 5.16 – Curvas de SPR adquiridas em tempo-real da interação de a) IgG com o 

Au/MUA; b) IgG ou BSA e c) BB com a SLB (DPPC/Col (70:30 mol%)) depositada no Au 

modificado com MUA. 

 
 

Outra caraterística fundamental das plataformas preparadas com base em 

bicamadas lipídicas é a sua estabilidade em solução, uma vez que alguns autores 

reportaram que o lípido é removido após a simples lavagem com tampão fosfato [50]. 

A figura 5.16c mostra a evolução da resposta de SPR após o contato com a solução de 

proteínas, demonstrando que a estabilidade da SLB (DPPC/colesterol,70:30) na 

superfície de Au modificado com MUA foi corrompida, após a passagem de soluções 

com concentrações elevadas de proteínas, como é o caso do agente bloqueador 

tampão à base de caseína (BB). Verificou-se um decréscimo significativo no sinal de 

SPR (figura 5.16c), constando-se que a SLB depositada na Au/MUA deverá ter sido 
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removida. As principais forças que intervêm na ligação da SLB com o Au modificado 

com MUA são interações eletrostáticas, que poderão ter sido quebradas após a 

passagem da solução de BB. 

 

Tabela 5.8 – Valores estimados de espessura (d) e de coeficiente de extensão (k) 

obtidos para o Au (111) modificado com as SAMs de tióis puras, a SLB 

(DPPC/colesterol, 70:30mol%) formada no Au/MUA, e a SLB 

(DPPC/colesterol/decanotiol, 65:30:5 mol%). O valor da variação da espessura (Δd) 

após a interação da IgG para cada plataforma e após a interação do anti-IgG com a 

superfície de Au/SLB (DPPC/colesterol/decanotiol) após ativação também são 

apresentados na tabela 5.8, assumindo valores de n do filme entre 1.48 - 1.5[11, 28, 

54, 55]. 

 

 

 

5.2.2 Deposição direta de lipossomas de misturas lipídicas contendo 

DPPC/colesterol/decanotiol (65:30:5 mol%) 

 

Para aumentar a estabilidade das bicamadas lipídicas suportadas em superfícies 

de ouro foi incorporado 5 % de decanetiol na mistura de DPPC e colesterol, permitindo 

formar diretamente sobre ouro uma SLB suportada com um grupo âncora, o tiol (figura 

5.17). Neste caso, as moléculas de decanotiol diluídas na membrana podem 

estabelecer uma forte interação entre o enxofre e o Au, juntamente com as interações 
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de van der Waals entre as cadeias adjacentes dos lípidos, promovendo uma estável 

adesão da SLB à superfície.   

 

 
 
 
Figura 5.17 - Ilustração gráfica da deposição da bicamada lipídica 

(DPPC/Colesterol/decanotiol 65:30:5 mol%) suportada em Au, com posterior ligação 

doIgG e do anti-IgG. Considerando a grande afinidade dos grupos tiol para as 

superfícies metálicas, particularmente com o Au, é razoável assumir que, embora o 

decanotiol possa estar simetricamente distribuído entre os dois folhetos da bicamada, 

a maior parte daquele que se encontra no folheto de cima é transferido para o folheto 

de baixo. 

 

 

Na figura 5.18a observa-se que o sinal de SPR obtido após a passagem de IgG 

numa superfície de ouro modificada com uma SAM de 1-decanotiol, demonstrando 

que a SAM não previne a adsorção de interações não-especificas de IgG, consistente 

com o valor de espessura obtido para a SAM após incubação do IgG, por elipsometria 

(df ≈ 3.6 nm, tabela 5.8).  
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Figura 5.18 – Curvas de SPR adquiridas em tempo-real da mostrando a interação de a) 

IgG com o Au/decanotiol, b) IgG ou BB com a Au/SLB (DPPC/colesterol/decanotiol 

65:30:5). 

 

Considerando a forte e reconhecida afinidade entre o grupo tiol e o Au, é 

esperado que nesta bicamada lipídica a maioria das moléculas de decanotiol estejam 

no folheto inferior da bicamada, ocorrendo a transferência da maior parte das 

moléculas de decanetiol presentes no folheto superior para o inferior durante a 

modificação da superfície de ouro. A figura 5.19 mostra o estudo por desadsorção 

redutiva ao elétrodo de Au (111) modificado com DPPC/colesterol/decanotiol (65:30:5 

mol%).  

É observado um pico catódico a ~ -1.12 V, próximo do reportado para o 

processo de desadsorção redutiva de SAMs de derivados de alcanotióis [56]. Após a 

integração da área do pico de redução (atribuído à quebra da ligação Au-S) estimou-se 

uma cobertura de superfície de ~ 3.0 × 10-11 mol cm-2, indicando que possivelmente o 

folheto inferior tem uma percentagem de tiol aproximadamente de 8 %.  
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Figura 5.19 – Voltamograma cíclico do elétrodo modificado com 

DPPC/colesterol/decanotiol (65:30:5) em 0.1 M NaOH, a 20 mVs-1. 

 

 

Esta suposição é sustentada pela eficiente proteção da interface SLB-tiol contra 

as interações não específicas com as proteínas (IgG e BB) (figura 5.18b), uma vez que 

se esperava que os grupos tióis pudessem interagir com estas. Note-se que, mesmo 

quando o BB foi adicionado, ocorreu uma alteração insignificante no sinal de SPR, após 

a lavagem com PBS. Os parâmetros elipsométricos determinados por elipsometria 

suportam estes resultados, visto que não foram detetadas alterações significativas da 

espessura do filme (tabela 5.8). Estes resultados reforçam a capacidade da SLB para 

prevenir a adsorção não especifica de proteínas e a sua estabilidade à passagem de 

soluções de proteínas altamente concentradas durante um fluxo contínuo de solução. 

Com este método de deposição de lípidos obteve-se uma bicamada contínua, 

plana e compacta na superfície de Au, como confirmado por AFM e elipsometria. A 

espessura da bicamada formada foi de aproximadamente 5.5 nm (tabela 5.8), o que 

está de acordo com os valores anteriormente obtidos para bicamadas suportadas em 

Au [28, 33], incluindo a de DPPC/colesterol [57, 58]. Adicionalmente, a inibição de 

adsorções não-específicas é dependente da total cobertura da superfície do Au, pela 

SLB, não sendo necessário a pré-modificação da superfície ou o recurso a tiolípidos.  
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A análise da morfologia das superfícies de Au modificadas foi realizada por 

AFM. As imagens apresentadas na figura 5.20 (a-d) mostram a formação de uma 

bicamada lipídica plana, sem vesiculas não fundidas (aproximadamente 400 nm de 

diâmetro) e sem defeitos na superfície de Au. Estas superfícies modificadas com a SLB 

(DPPC/colesterol/decanotiol) foram usadas para os ensaios de SPR (figura 5.20a e b) e 

elipsometria (figura 5.20c e d) e exibem propriedades morfológicas distintas. Os 

substratos de Au (111) usados em AFM e elipsometria já demonstraram possuírem 

boas características para a deposição de SLB [28, 59], pois os terraços monoatómicos 

exibidos, também na figura 5.20c, facilitam a deposição de bicamadas contínuas, 

planas e compactas. O substrato de Au usado nas experiências de SPR apresenta uma 

superfície constituída por grânulos com, aproximadamente, 15-20 nm (figura 

5.20a)[32]. Apesar da rugosidade deste tipo de substratos, Rms = 1.712 nm numa área 

de 700 × 700 nm2, ser maior do que que os Au (111), com Rms = 0.502 nm numa área 

de 700 × 700 nm2, respetivamente, é manifestamente visível que os glóbulos do Au de 

SPR ficam cobertos e por isso menos evidentes, devido à deposição da bicamada 

lipídica. A ausência de vesiculas não fundidas (estruturas mais globulares) nas 

superfícies modificadas em conjunto com os resultados obtidos por elipsometria e SPR, 

permitem afirmar que, com este sistema de três componentes 

DPPC/colesterol/decanotiol, foi possível obter uma bicamada, contínua e plana na 

superfície do Au, a qual é responsável pela inibição do estabelecimento de interações 

não específicas[28].  
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Figura 5.20 – Imagens topográficas de AFM (700 × 700 nm2) dos substratos de ouro 

utilizados em SPR a) antes e b) após a deposição da SLB (DPPC/colesterol/decanotiol, 

65:30:5 mol%). As imagens da superfície de ouro usadas nas experiencias de AFM e 

elipsometria antes e depois da modificação com a SLB estão representadas, c) 

superfície do Au (111), d) Au (111)/ SLB (DPPC/colesterol/decanotiol) e após interação 

com o e) IgG e o f) anti-IgG. 

 
 

Um dos objetivos centrais na preparação deste tipo de plataformas foi o de 

avaliar a capacidade de reconhecer fenómenos de bioespecificidade entre um 

anticorpo e um antigénio. Com este intuito, avaliou-se a hipótese de os grupos fosfatos 

dos fosfolípidos poderem ser ativados quimicamente pelo EDC e o NHS, tal como foi 

realizado anteriormente para ativar os grupos fosfatos das cadeias de DNA[60] para 
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ligar grupos terminais amina, utilizando o agente de acoplamento EDC. Na figura 5.21 é 

apresentada uma proposta da reação possível para o processo de ativação dos grupos 

fosfatos da fosfatidilcolina pelos agentes ativantes EDC/NHS. 

 

Figura 5.21 – Reação de ativação dos grupos fosfatos dos fosfolípidos. 

 

 

  No entanto, esta abordagem nunca tinha sido usada em grupos fosfatos de 

fosfolípidos depositados em superfícies de Au, para serem usadas como interfaces 

para imunossensores. O sucesso desta metodologia simplifica drasticamente a 

complexidade da interface para a imobilização covalente de biomoléculas, uma vez 

que não será necessário introduzir moléculas espaçadas na bicamada contendo grupos 

adequados a esta funcionalização. Após a reação química, com os compostos químicos 

EDC/NHS, uma percentagem de grupos fosfato ficarão disponíveis para reagir com os 

grupos amino da molécula de IgG, permitindo o acoplamento covalente entre a 

bicamada e o antigénio (neste caso, o IgG). 

Após a reação de ativação da superfície modificada, esta foi colocada na célula 

do SPR e após a passagem de solução tampão fosfato, foi injetada a solução de IgG. Em 

contraste com o resultado mostrado na figura 5.18b, após o processo de ativação com 

o EDC/NHS, foi verificado um aumento significativo do sinal de SPR (ΔRU = 186, figura 

5.22a versus ΔRU ≈ 0, figura 5.18b), seguido de uma resposta estável, onde se atingiu 

um patamar (figura 5.18a). O sinal de SPR permaneceu inalterado depois da lavagem 

com tampão fosfato, mostrando que a interação entre o IgG e a bicamada lipídica é 

muito robusta. A interação do anti-IgG com o IgG originou um novo aumento no sinal 

de SPR (RU = 390), atribuído à reação de bioreconhecimento entre 

anticorpo/antigénio. É de notar que não foram detetadas alterações significativas no 

sinal de SPR após a passagem de PBS com 0.05 % de Tween 20 na superfície de Au com 

a SLB ou com a SLB/IgG/anti-IgG (figura inserida na figura 5.22a). Estes resultados são 
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de extrema importância pois não só comprovam a estabilidade da SLB em Au após a 

passagem de uma pequena percentagem de surfactante mas também que apenas 

ocorreram as interações especificas entre o anti-IgG e o IgG. Estes resultados reforçam 

a vantagem de utilizar bicamadas lipídicas na fase líquido ordenado, em particular de 

DPPC / colesterol, pois nesta fase a SLB apresenta-se muito mais estável e resistente à 

solubilização com detergente do que a maioria das bicamadas lipídicas em fase fluído. 

As medidas elipsométricas (figura 5.22b, c, tabela 5.8) efetuadas no Au (111) 

modificado com DPPC/colesterol/decanetiol (65:30:5 mol %) também demonstraram, 

através dos valores de espessura estimados, a inibição da adsorção não específica, pois 

a variação de espessuras, após a reação do IgG, foi quase insignificante (Δdf ≈ 0.1 nm). 

No entanto, após a ativação dos grupos fosfatos da SLB e ligação do IgG a espessura do 

filme aumentou para cerca de 3.5 nm. Após a interação do anti-IgG verificou-se um 

acréscimo no valor da espessura para Δdf ≈ 7 nm, o que expressa o reconhecimento de 

cerca de duas moléculas de anti-IgG para uma de IgG, confirmando a capacidade desta 

plataforma para detetar reações de bioreconhecimento entre o anticorpo/antigénio. 

Como mencionado na secção 5.1 deste capitulo, utilizou-se um anti-IgG 

policlonal (Heavy (H) + Light (L)), isto é, pode reagir tanto com porções do fragmento 

Fc mais pesado (H;Fc) e mais leve (L; F(ab’)2/Fab) dos IgGs  imobilizados. Deste modo é 

esperado que 2 anti-IgGs se liguem a 1 IgG imobilizado. A razão entre anti-IgG / IgG 

detetada por SPR e elipsometria foi elevada, o que confirma a efetiva e bivalente 

ligação entre o anticorpo e o antigénio, demonstrando que esta simples metodologia 

poderá favorecer uma orientação preferencial dos anticorpos imobilizados. Esta 

ligação multivalente também sugere que existe espaço suficiente entre os IgGs, não 

havendo impedimento estereoquímico causado pela formação da camada.  
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Figura 5.22 - Curva de SPR em tempo-real mostrando a interação IgG / anti-IgG nesta 

plataforma Au-SLB (DPPC:Col:decanotiol, 65:30:5) após a ativação dos grupos fostatos 

dos fosfolípidos pela EDC/NHS; O inset da figura mostra os resultados de SPR obtidos 

para duas interfaces: A- Au/SLB/IgG/Anti-IgG, and B- Au/SLB, ambos lavados com PBS 

contendo 0.05% Tween 20; b) representação gráfica dos valores das espessuras 

terminados por elipsometria para cada passo da modificação da superfície do Au 

(média  ± desvio padrão). 

 

As imagens de AFM das superfícies de Au modificadas após a ligação do IgG 

(figura 5.20e) e da interação especifica dos anti-IgGs (figura 5.20f) mostraram a 

presença de estruturas globulares com aproximadamente 20 nm de diâmetro após a 

incubação do IgG, e agregados maiores após a ligação do anti-IgG. Esta análise 

morfológica corrobora a elevada razão detetada, por SPR e elipsometria, entre o anti-

IgG / IgG. 

A metodologia aqui descrita para preparar as interfaces lipídicas é inovadora, 

pois foi a primeira vez que se utilizou vesículas com múltiplos componentes, um 

fosfolípido comum (DPPC), colesterol e decanetiol para formar uma bicamada plana e 

uniforme em ouro. Existe um estudo que descreve a deposição de lipossomas com 
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uma percentagem de um alcanotiol em ouro[61], no entanto, os autores usaram um 

sistema binário composto por glicolípidos e uma alta concentração de tiol (30 mol %), 

o que originou a adsorção de vesículas intactas que não fundiram, bem visível nas 

imagens de AFM da literatura mencionada.  

 

Neste trabalho foi apresentada uma interface baseada em bicamadas lipídicas, 

que combina um número de importantes caraterísticas para o desenvolvimento de 

superfícies para biossensores: i) ambiente biomimético, ii) uso de reagentes comuns e 

disponíveis comercialmente, iii) preparação simples, iv) capacidade para bloquear as 

interações não-específicas com proteínas séricas, v) estabilidade da bicamada lipídica 

suportada em ouro num fluxo contínuo de soluções tampão (mesmo na presença de 

surfactantes) ou soluções de proteínas muito concentradas, e finalmente, vi) ativação 

direta de bicamadas lipídicas para o acoplamento covalente da proteína de interesse.  

A simplicidade deste método, devido ao facto de todos os componentes da 

bicamada lípidica serem misturados em conjunto, sem a necessidade de modificação 

da superfície anterior ou a adição de componentes adicionais, tais como agentes de 

bloqueio, torna esta interface DPPC/colesterol/decanotiol (65:30:5 mol%) uma 

alternativa atrativa para ser utilizada como um biossensor baseado em bicamadas 

lípidicas. Adicionalmente, o acoplamento direto dos anticorpos aos grupos fosfatos das 

cabeças dos fosfolípidos aumenta ainda mais o potencial desta plataforma. 
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Neste trabalho de investigação pretendeu-se explorar novas metodologias de 

modificação química de superfícies simples, versáteis e eficazes, conjugando a 

formação in situ de ditiocarbamatos e nanomateriais com o intuito de avaliar a sua 

aplicabilidade como biossensores eletroquímicos.  

A modificação de superfícies de ouro envolvendo um só passo reacional foi 

conseguida com sucesso, quer em meio aquoso quer em meio orgânico. Esta 

modificação resultou da reação entre dissulfureto de carbono, nanopartículas de ouro 

(com dimensões médias de 5 e 20 nm) e compostos simples contendo grupos amina, a 

epinefrina e um aminoácido. Este método assenta na forte afinidade entre átomos de 

enxofre e superfícies metálicas, nomeadamente o ouro, e na reação espontânea entre 

o CS2 e aminas. 

A caraterização por voltametria cíclica demonstrou não só a estabilidade das 

superfícies modificadas com nanomateriais como também o aumento significativo na 

quantidade de composto alvo imobilizado, consequência direta do aumento da área 

superficial. Foi também observado um desvio negativo do valor de potencial em que 

ocorrem os processos redox, o qual parece ser indicativo de uma transferência 

eletrónica facilitada pelos nanomateriais condutores.  

Através das atividades realizadas no presente trabalho de investigação, foi 

possível comprovar a formação de ditiocarbamatos por desadsorção eletroquímica 

redutiva, bem como estimar o recobrimento relativo aos átomos de enxofre ligados à 

superfície do elétrodo. Este valor deverá também contabilizar os átomos de S que 

estão ligados às nanopartículas.  

Devido à espontaneidade do método explorado neste trabalho, observou-se 

que são várias as espécies que estão ligadas ao ouro, ditiocarbamatos, moléculas de 

CS2 (que não reagiu), e ambas as moléculas ligadas a nanopartículas, onde a ligação ao 

elétrodo deverá ocorrer por uma ponte entre os dois átomos de S.  

A espetroscopia fotoeletrónica de raios-X permitiu corroborar a presença de 

ligações S-Au e a formação de grupos ditiocarbamatos nos elétrodos (presença das 

bandas N1s e C1s, com a energia de ionização caraterística da ligação C-N dos 

ditiocarbamatos). A ausência de bandas com energia de ionização típicas de espécies 

de enxofre livres comprovou que todo o enxofre se ligou à superfície de ouro plano 
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e/ou nanopartículas. No entanto, os resultados obtidos não permitiram distinguir 

entre uma ligação bidentada do CS2-Au e uma ligação monodentada Au-S-C-S-NP. 

Serão portanto necessários estudos complementares para clarificar estes tipos de 

ligações.  

A avaliação eletroquímica da atividade biológica da glucose oxidase após o 

processo de imobilização demonstrou que, independentemente da reação 

eletroquímica estudada para avaliar essa bioatividade, a glucose oxidase se manteve 

biologicamente ativa. O desempenho catalítico para a glucose, avaliado através da 

deteção eletroquímica da redução do H2O2 e/ou da oxidação do derivado de ferroceno 

no elétrodo, foi melhorado na presença de nanopartículas. Isto deve-se possivelmente 

ao aumento da quantidade de enzima imobilizada. É de salientar que apenas na 

presença de AuNPs foi possível observar o processo redox do centro ativo (FAD) do 

enzima. Este processo foi detetado a um potencial mais positivo do que o 

normalmente reportado para a transferência eletrónica direta entre o enzima e o 

elétrodo, o que poderá indicar que a presença deste tipo de nanoestruturas favorece a 

proximidade/orientação do centro ativo do enzima com a superfície do elétrodo, 

facilitando assim a transferência eletrónica com o mesmo.  

A informação morfológica e ótica recolhida através da caraterização das 

nanopartículas em suspensão coloidal corroboram os resultados obtidos com as 

superfícies de ouro planas, demonstrando a eficiente funcionalização das 

nanopartículas através da formação in situ de ditiocarbamatos. Esta constatação está 

suportada na observação do aumento do tamanho médio das nanopartículas 

acompanhado pelo desvio da banda de plasmão de superfície das AuNPs e no 

aparecimento das bandas caraterísticas dos ditiocarbamatos.  

A formação de ditiocarbamatos foi estendida à funcionalização de 

nanopartículas de Fe3O4 com biomoléculas e à sua imobilização em superfícies de 

ouro. Neste contexto demonstrou-se que este método de modificação pode ser 

empregue diretamente em nanopartículas de magnetite puras, evitando-se assim o 

uso de revestimentos (core-shell), por exemplo de ouro ou de silício, frequentemente 

utilizados para facilitar a modificação química da superfície instável do óxido metálico.   

Tal como verificado para as AuNPs, também a presença de Fe3O4NPs originou 

um incremento das propriedades eletroquímicas dos elétrodos modificados com 
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composto modelo, a epinefrina. A presença e a estabilidade das Fe3O4NPs imobilizadas 

em ouro e funcionalizadas com epinefrina foram comprovadas por voltametria cíclica, 

em meio acídico.  

O sucesso desta funcionalização de Fe3O4NPs com a lacase foi comprovado pela 

atividade catalítica dos elétrodos modificados para a oxidação de substrato, o ABTS. 

Para o efeito, utilizaram-se nanopartículas de magnetite com dois tamanhos médios, 

de 20 e 40 nm, dado que o diâmetro da nanopartícula de magnetite dita o seu estado 

de oxidação. Verificou-se que a razão Fe3+/Fe2+ influencia as propriedades magnéticas 

e condutoras. Como tal, as nanopartículas maiores são as que contêm a espinela no 

estado mais puro, como confirmado por difração de raios-X. A presença de 

nanopartículas melhorou claramente o desempenho do biossensor face a um elétrodo 

modificado por apenas CS2 e Lacase, especialmente as partículas de maiores 

dimensões. É de salientar que a atividade catalítica de elétrodos semelhantes 

preparados com nanopartículas de ouro é substancialmente menor do que a obtida 

com nanopartículas de magnetite. A metodologia utilizada para a imobilização de 

Lacase, na presença de nanopartículas de ferro, permitiu ainda detetar a transferência 

direta de eletrões entre o enzima e o elétrodo, correspondente à conversão redox de 

um dos seus centros de cobre, potenciando, dessa forma, a sua aplicabilidade. 

A caraterização morfológica por AFM de todos os elétrodos modificados 

suportou a exequibilidade desta metodologia simples e permitiu comprovar a presença 

de nanopartículas à superfície do elétrodo, incluindo o aumento do seu tamanho após 

a reação de modificação. A distribuição uniforme das nanopartículas no elétrodo é 

favorecida pelo processo de modificação, com a formação de ditiocarbamatos, o que 

explica a diminuição significativa da presença de aglomerados de nanopartículas puras, 

como observado nas imagens de AFM dos elétrodos modificados com CS2/Fe3O4NPs.  

Estes resultados permitem concluir que a formação in situ de ditiocarbamatos 

pode ser usada como uma alternativa a metodologias que envolvem vários passos de 

imobilização usualmente reportadas para a ligação covalente de enzimas na presença 

de nanopartículas. O método desenvolvido nesta tese mostrou ser mais simples e 

rápido com a vantagem de dispensar a utilização de agentes de acoplamento para a 

ligação da biomolécula. 
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No desenvolver deste trabalho de investigação as nanopartículas de Fe3O4 

conjugadas com metaloporfirinas foram adsorvidas em superfícies de ouro recorrendo 

ao CS2. Para tal, foram escolhidas metaloporfirinas (Fe e Co) contendo dois grupos 

carboxílicos com grande afinidade para superfícies de óxidos metálicos. Os elétrodos 

modificados demonstraram ser catalíticos para a reação de redução do oxigénio em 

meio ácido. O melhor desempenho foi novamente conseguido para as Fe3O4NPs de 40 

nm. No caso da porfirina de Co, o comportamento catalítico para ORR é devido a um 

efeito sinérgico da composição química das nanopartículas de Fe3O4 e à atividade 

catalítica intrínseca da porfirina de Co. Esta ação conjunta originou um desvio positivo 

nos valores dos potenciais de redução da ORR face aos valores observados para as 

nanopartículas nuas, adsorvidas em ouro pelo CS2 ou mesmo com uma monocamada 

auto-montada de metaloporfirina. Por outro lado, o processo catalítico dos elétrodos 

modificados com a porfirina de Fe foi claramente dominado pela atividade catalítica da 

metaloporfirina, exibindo a densidade de corrente mais elevada para a ORR. Os ensaios 

com o elétrodo rotativo de disco e anel confirmam inequivocamente que ocorrem 

processos distintos na ORR nos elétrodos modificados com porfirina de Co e Fe, 

através da transferência de 2 ou 4 eletrões, com formação de H2O2 e H2O, 

respetivamente. Estes ensaios comprovaram a excelente estabilidade das 

nanopartículas de Fe3O4 funcionalizadas com CS2 e metaloporfirinas em ambientes 

acídicos. Através destes resultados é possível demonstrar as potencialidades desta 

metodologia de modificação com dissulfureto de carbono, a qual pode ser estendida a 

outros suportes metálicos além do ouro na preparação de superfícies.  

Relativamente ao comportamento do CS2, foi possível observar que este 

também pode adsorver-se no ouro, limitando a quantidade de compostos alvo 

imobilizados (antes de reagir com aminas ou se ligar a NPs). Quando adsorvido no ouro 

o carbono do CS2 fica menos eletrofílico e não reage com aminas livres em solução. 

Este comportamento constitui uma vantagem pois permite o espaçamento dos centros 

catalíticos no elétrodo, garantindo assim um melhor desempenho das superfícies 

modificadas. 

A formação in situ de ditiocarbamatos na presença de nanopartículas foi 

igualmente empregue na construção de imunosensores universais (sem marcações). 

Observou-se que as superfícies modificadas por CS2, AuNPs e proteína A eram 
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adequadas para a deteção da reação de bioreconhecimento entre o IgG e o Anti-IgG. 

Adicionalmente verificou-se que a razão entre o anticorpo/antigénio é de 2, indicando 

que uma molécula de IgG é identificada por 2 moléculas de Anti-IgG, provavelmente 

porque este Anti-IgG é policlonal com especificidade para as regiões Fab e Fc do IgG e, 

portanto, tem capacidade para identificar diferentes regiões do IgG imobilizado. 

Outra das atividades realizada no âmbito deste trabalho foi a preparação de 

interfaces biomiméticas baseadas na deposição de bicamadas lipídicas para aplicação 

em imunosensores. A estabilidade destas bicamadas lipídicas em ouro foi conseguida 

através da incorporação de uma pequena percentagem de um alcanotiol em 

lipossomas, constituídos por uma mistura de um fosfolípido saturado e colesterol. A 

robustez desta modificação reside na presença de ligações fortes ouro – tiol e na 

organização dos lípidos que, de acordo com o diagrama de fases, deverá corresponder 

a uma fase de líquido ordenado.  

Os resultados obtidos pela combinação de técnicas óticas e microscópicas 

permitiram comprovar o sucesso do método usado na biofuncionalização de 

superfícies de ouro capazes de permitir fenómenos de reconhecimento biológico entre 

anticorpo e antigénio. Esta metodologia representa um enorme potencial para ser 

utilizada na preparação de biossensores dado que combina um grande número de 

importantes caraterísticas para o desenvolvimento deste tipo de interfaces, tais como: 

i) ambiente biomimético; ii) uso de reagentes comuns e disponíveis comercialmente; 

iii) simples preparação; iv) capacidade para bloquear as interações não específicas com 

proteínas séricas; v) estabilidade da bicamada lipídica suportada em ouro perante um 

fluxo contínuo de soluções tampão (mesmo na presença de surfactantes) ou soluções 

de proteínas muito concentradas; e vi) ativação direta de bicamadas lipídicas para o 

acoplamento covalente da proteína de interesse aos grupos fosfato.  
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