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RESUMO 

 

O presente trabalho descreve estudos de construção de biossensores 

modificados com DNA para detecção de vírus da hepatite C. Utilizaram-se como 

superfície eletródica substratos de ouro oriundos de CDs graváveis, já descritos na 

literatura. O procedimento de construção deste tipo específico de eletrodo foi 

modificado e esta modificação foi avaliada por meio de técnicas eletroquímicas, de 

microscopias de varredura eletrônica e de fluorescência. Duas propostas de 

imobilização foram avaliadas, sendo: a construção de monocamadas auto 

organizadas com moléculas de ácido mercaptopropiônico, com posterior ligação de 

material biológico via metodologia biotina estreptavidina e a construção de 

monocamadas a partir de moléculas de DNA modificadas com grupamentos tióis. As 

metodologias foram comparadas e a que fez uso do DNA tiolado foi escolhida para 

efetuar os procedimentos de imobilização, que foram então otimizados. Para 

monitorar o sinal de hibridização do genossensor, dois métodos foram estudados, 

sendo: detecção via oxidação da base nitrogenada guanina e detecção via interação 

do material genético com indicadores eletroanalíticos, sendo este último o que 

apresentou melhores resultados, sendo selecionado. Como indicadores foram 

avaliados os corantes azul de metileno e azul de meldola e os compostos de cobre 

Cu(NO3)2(en)2 e Cu(NO3)2(NN)2, que foram caracterizados e avaliados por técnicas 

eletroanalíticas e espectrofotométricas. Estes foram estudados frente aos processos 

de interação com o material genético nativo e degradado, por meio do método da 

razão molar. O azul de metileno e o Cu(NO3)2(en)2 apresentaram forte interação com 

o DNA de Calf Thymus, com constantes de interação de 1,5 x 10 4 e  

1,0 x 10 5 L mol -1. Estes foram utilizados como indicadores eletroanalíticos na etapa 

de hibridização, sendo eficientes para detecção de genótipos da hepatite C em 

amostras amplificadas de soro sanguíneo. 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

ABSTRACT 

 

This paper describes a studies of biosensors modified DNA construction for hepatitis 

C virus detection. It was used gold from recordable CDs as a electrodic substrates 

just described in the literature. The procedure of construction of this particular 

electrode was modified and this modification was evaluated using electrochemical, 

scanning electron microscopy and fluorescence techniques. Two detention proposals 

were evaluated: first, the construction of self assembly monolayers with 

mercaptopropionic acid and subsequent binding of biological material by streptavidin 

biotin method and second, the construction of monolayers from molecules of DNA 

modified with thiol groups. The methods were compared and the DNA thiol was 

chosen to perform the detention procedures, which were then optimized. To 

monitoring the hybridization signal genosensor, two methods were studied,: guanine 

oxidation detection and interaction of genetic material with electroanalytical 

indicators, the latter being the one with better results, and selected. As indicators 

were evaluated the methylene blue and meldola blue dye, and copper compounds 

Cu(NO3)2(en)2 and Cu(NO3)2(NN)2, which were characterized and evaluated by 

spectrophotometric and electroanalytical techniques. These coumpounds were 

studied before the interaction process with the native and degraded material by the 

molar ratio method. The methylene blue and Cu(NO3)2(en)2 showed strong 

interaction with the Calf Thymus DNA with constant of 1.5 x 10 4 and 1.0 x 10 5 L mol 
-1. These were used as indicators of hybridization in electroanalytical step and they 

were efficient for detection of hepatitis C genotypes in amplified blood serum 

samples.  
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1 INTRODUÇÃO 
Nas últimas décadas, com o rápido crescimento do processo de globalização 

foi evidenciada uma crescente concorrência mundial, colocando novas exigências 

sobre os processos relativos as atividades em que a ciência química está inserida, 

bem como sobre a utilização de novos materiais aplicados tanto na área que 

concerne à química, quanto a áreas correlatas (CHARPENTIER, 2007; PETERS; 

DRUMMER; MUSSHOFF, 2007; HUANG; CHOI, 2007). Dentre estas exigências, as 

ações de controle e monitoramento vêm alcançando lugar de destaque na sociedade 

atual. A necessidade de medições químicas se estende a muitas aplicações, tais 

como: alimentícias, medicinais, ambientais, militares, etc. (TAYLOR et al., 2001; 

PHILIP et al., 2001; INTERNATIONAL..., 2009; JORDANIA ACREDITATION 

SYSTEM, 2007). Os dados assim obtidos devem fornecer subsídios capazes de 

corroborar com ações determinantes para a qual a sociedade atual demanda. 

Dispositivos sensores, que possam detectar e quantificar espécies químicas, em 

distintos níveis são cada vez mais requisitados para aplicação em medições e os 

diversos sensores químicos vêm sendo considerados ferramentas fundamentais 

para essas aplicações (GOPEL; HESSE; ZEMEL, 1989; TIMMER; OLTHUIS; VAN 

DEN BERG, 2005). São caracterizados por dimensões reduzidas, robustez, 

facilidade de utilização e capacidade de manipular informações de análise, de 

maneira confiável e contínua (JANATA; JOSOWICZ; DE VANEY, 1994). Levando 

em consideração a quantidade destes dispositivos, os mesmos podem ser 

classificados em função da propriedade medida, sendo: i) sensores ópticos: 

baseados em medias ópticas, ressonância de plasma de superfície e de onda 

evanescente, ii) sensores piezelétricos: baseados em medida de onda acústica de 

volume e de superfície, iii) sensores eletroquímicos: baseados em medidas de 

potencial, corrente, carga iônica, efeito de campo e impedância, e iv) sensores 

condutimétricos: baseados em medidas de condutância. (SCHUETZLE; 

HAMMERLE, 1986; JANATA, 1989; SEIYAMA, 1989; YAMAUCHI, 1992; YU; YIN,  

2002; THOMPSON, 2006). 

O desenvolvimento de sensores tem sido considerado uma área promissora 

em estudos de química analítica, principalmente por conta dos desafios impostos 

quando se efetuam análises em matrizes complexas. Estas matrizes requerem 

metodologias rápidas, sensíveis, seletivas, estáveis e reprodutíveis (CRESPILHO; 

REZENDE, 2004; LOWINSOHN; BERTOTTI, 2006; SINGH, 2007). Os sensores 



 

eletroquímicos mais utilizados são os potenciométricos e os amperométricos 

(BUDNIKOV et al., 1992). No caso dos sensores que fazem uso da amperometria, 

aplica-se um potencial externo ao sistema estudado, que faz com que uma 

determinada reação redox ocorra sobre a superfície de um eletrodo, resultando em 

um valor de intensidade de corrente que é uma medida direta da velocidade de 

reação eletroquímica, que pode ser monitorada e quantificada (STEFAN; VAN 

STADEN; ABOUL-ENEIN, 2001; BARD; FAULKNER, 2001). Este potencial aplicado 

confere à técnica uma certa seletividade eletroquímica. No caso, como o eletrodo 

constitui a superfície em que os processos são estudados, este pode ser 

considerado o transdutor eletroquímico (amperométrico), convertendo reações 

eletroanalíticas em dados mensuráveis (BRETT, C. M. A.; BRETT, A. M. O, 1994;  

BARD; FAULKNER, 2001). Dentre estes sensores, merecem destaque àqueles em 

que a superfície eletroativa é propositalmente modificada por espécies quimicamente 

ativas, objetivando controlar a natureza da interface eletrodo-solução, elevando o 

grau de sensibilidade e seletividade do sensor eletroquímico e ampliando a 

aplicação dos mesmos (PEREIRA; SANTOS; KUBOTA, 2002). As características 

físico-químicas da superfície destes eletrodos são alteradas e o eletrodo passa a 

responder, analiticamente, de acordo com as características do reagente modificador 

(INTERNATIONAL..., 1998). Estes eletrodos foram denominados eletrodos 

modificados e vieram minimizar as desvantagens dos eletrodos convencionais, tais 

como: bloqueio gradual da superfície por adsorção dos produtos gerados e a não 

diferenciação entre compostos com características redox similares (FUJIHIRA; 

RUSLING;  RUBINSTEIN, 2007). 

Os biossensores são parte significativa destes eletrodos modificados, no 

qual a modificação da superfície eletródica é efetuada com materiais de 

reconhecimento biológico, que podem ser enzimas, anticorpos ou até mesmo 

material genético, como oligonucleotídeos e DNA (EDELMAN; WANG, 1992; 

MURPHY, 2006). Este transdutor assim modificado deve ser capaz de detectar um 

evento de reconhecimento molecular entre a biomolécula e um analito específico, 

convertendo em sinal elétrico mensurável. O bioreconhecimento empregado por 

estes sensores apresenta seletividade similar aos processos ocorrentes com a 

biomolécula, quando a mesma encontra-se in vivo. Aliam-se então, a seletividade do 

material biológico com a sensibilidade do transdutor eletroquímico adequado 

(DIAMOND, 1998; EGGINS, 2002; MIKKELSEN; CORTÓN, 2004). 



 

Este tipo específico de sensor modificado vêm sendo estudado e aplicado 

em diversas áreas do conhecimento, obtendo-se resultados promissores em 

detecção/quantificação de analitos de distintos interesses (PADDLE, 1996; PATEL, 

2002; CASTILLO et al., 2004; ARYA; DATTA; MALHOTRA, 2008). A proposta inclui 

uma detecção rápida e segura, em baixos níveis, que, seguidamente, pode ser 

avaliada por metodologias já validadas, como a cromatografia, por exemplo (BUCK 

et al., 1990;  WISE, 1990; CUNNINGHAM, 1998; SADANA, 2002). Os analitos de 

interesse ambiental e da área de saúde estão entre os mais estudados pelos 

biossensores. Pesticidas, peróxidos, polifenóis, metais, vírus e bactérias estão entre 

estes e dependendo do analito, distintos sistemas de modificação podem ser 

indicados para a construção do biossensor, variando-se desde a constituição do 

transdutor eletródico e o tipo de material biológico empregado, quanto os processos 

de imobilização deste material sobre a superfície do eletrodo e as reações 

monitoradas (WISE, 1991; MATHEWSON; FINLEY, 1992; BOISDÉ; HARMER, 1996; 

KELLER, 1998; MULCHANDANI; SADIK, 1999; ROGERS, 2006; ZACCO et al., 

2007; PUMERA et al., 2007). 

No geral, os biossensores podem ser classificados pelo tipo de interação 

existente entre o material biológico modificador e o analito de interesse. 

Biossensores enzimáticos utilizam enzimas como modificadores e são baseados nas 

reações catalíticas típicas destas, monitorando a quantidade de um produto ou de 

um reagente no sistema, bem como reações paralelas que possam ocorrer no meio 

ou ainda, fazendo uso de mediadores eletroquímicos (SCHELLER; SCHMID, 1992; 

USMANI; AKMAL, 1994; ROGERS; MULCHANDANI; ZHOU, 1995; CHAUBEY; 

MALHOTRA, 2002). Os imunossensores constituem uma classe específica de 

biossensor que se baseiam nos imunoensaios e nos princípios resultantes das 

reações de afinidade da ligação antígeno anticorpo, que é dita como uma reação 

muito específica e seletiva. No geral, faz-se uso de marcadores para o 

monitoramento reacional, visto que os antígenos anticorpos são eletroquimicamente 

inertes. Estes marcadores, na sua grande maioria, são enzimas (CASS, 1990; 

BLUM; COULET,1991; RICCARDI; COSTA; YAMANAKA, 2002). 

Uma subclasse destes biossensores tem chamado a atenção dos 

pesquisadores nas últimas décadas. Esta está baseada em processos de 

reconhecimento de genes específicos (complementaridade), no qual o eletrodo é 

modificado com material genético, sendo DNA ou seqüências específicas de 



 

oligonucleotídeos (WANG, 2002; DRUMMOND; HILL; BARTON, 2003). Estes 

biossensores foram denominados de genossensores e incorporam uma camada 

genética específica de DNA, imobilizada na superfície de um transdutor como 

elemento de reconhecimento, convertendo parâmetros de interação genética em 

sinais analíticos mensuráveis (YANG, McGOVEN; THOMPSON, 1997). Sendo 

assim, os genossensores eletroanalíticos convertem sinais de interação entre bases 

nitrogenadas específicas, em sinais elétricos (potenciométricos, amperométricos, 

etc.), visto que as técnicas eletroquímicas são sensíveis, de baixo custo financeiro e 

de fácil uso e tornam-se então, atrativos para a atual indústria de diagnósticos 

clínicos, principalmente pela real possibilidade de produção em massa destes 

sensores (PALECEK; FOJTA, 2001). O genossensor trata-se de um forte candidato 

a investigações e diagnósticos genéticos, bem como detecção de espécies 

patogênicas e carcinogênicas, fármacos e seqüências de bases de DNA, efetuando 

diagnósticos de doenças pelo sequenciamento destas bases (LA-SCALEA; 

SERRANO; GUTZ, 1999; BAN et al., 2004). DNA humano, viral e bacteriológico têm 

sido utilizados na construção destes sensores, com variadas aplicações, desde 

estudos forenses à detecção de patógenos, por exemplo (HAHN et al., 2005).  

Neste aspecto, o uso de genossensores para diagnósticos na área médica 

clínica tem sido importante, principalmente a sua aplicação na química farmacêutica, 

como metodologias de alarme, diagnosticando resultados rápidos, precisos e de 

baixo custo, monitorando etapas iniciais de controle clínico, que são fundamentais 

para a área da saúde (MARQUES et al., 2003; MASCINI et al., 2005). Pacientes 

procedentes de etapas iniciais de contaminação viral, por exemplo, podem ser 

rapidamente diagnosticados e os processos iniciais de tratamento da virose podem 

ser efetuados de maneira mais eficaz, aumentando a possibilidade de eficiência do 

tratamento específico proposto, combatendo o agente causador da doença em suas 

etapas primárias do processo de infecção (ABAD-VALLE; FERNÁNDEZ-ABEDUL; 

COSTA-GARCÍA, 2005). 

Atualmente, diversas doenças de caráter infecto-contagioso vêm causando 

preocupações em termos de saúde pública mundial. Uma destas infecções tem 

alcançado índices de contaminações alarmantes, tanto em nível de Brasil, quanto de 

mundo (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2002a). A virose transmitida pelo vírus 

conhecido com HCV é chamada de hepatite C e representa uma problemática para a 

saúde pública. É transmitida por meio de sangue contaminado, porém, ainda não 



 

existe uma vacina disponível para este tipo específico de hepatite (AKAHANE et al., 

1994; MATTHEWS; BINI, 2004). Atualmente atinge cerca de 170 milhões de 

pessoas, das quais 3,2 milhões somente no Brasil (1,5% da população), e 90% 

destas pessoas ainda não sabem que estão infectadas. Estima-se que 3% da 

população mundial encontra-se infectada com o vírus HCV, como por exemplo, de 

100 a 140 mil infectados em Portugal (SEEFF, 1997; ERENSOY, 2001).  

O diagnostico do HCV tem sido efetuado por testes imunoserológicos que 

detectam a presença dos anticorpos anti HCV em 97% dos casos de indivíduos 

infectados. Porém, em certos casos de infecções agudas, falsos resultados podem 

ser obtidos (LOK; GUNARATNAM, 1997). Técnicas alternativas de diagnóstico,  

baseadas na detecção do RNA do vírus da hepatite, como investigações 

eletroquímicas, vêm sendo avaliadas e têm sido estudadas com o intuito de 

minimizar este problema, obtendo resultados promissores na detecção desta doença 

(YE et al., 2003). Neste aspecto, estudos iniciais efetuados com genossensores 

aplicados na detecção de vírus HCV têm sido reportados na literatura e no Brasil, o 

grupo de biossensores do Instituto de Química da Universidade Estadual Paulista 

vem estudando a construção e aplicação de genossensores possíveis de detectar o 

vírus (vários genótipos) em amostras soro positivas amplificadas. O grupo tem 

construído genossensores eletroquímicos com eletrodos de grafite e ouro, fazendo 

uso de metodologias de imobilização do tipo sol-gel, filmes poliméricos e 

monocamadas auto organizadas, monitorando o sinal analítico via enzimas 

marcadoras, intercalação com complexos e expulsão de íons cloreto de filmes de 

polipirrol (YAMANAKA et al., 2003; RICCARDI et al., 2002, 2004, 2006, 2008; 

MARQUES; YAMANAKA, 2007; TAGLIAVINI-SANTOS et al., 2008; ULIANA et al., 

2008).  

A aplicação de novos materiais na construção de genossensores, bem como 

o uso de distintas técnicas de imobilização de DNA, fatores estes associados aos 

variados tipos de monitoramento eletroanalítico, constituem uma gama de 

potencialidades que podem ser empregadas na área de biossensores, área esta 

que, apesar de ser bem específica, constitui uma ferramenta bem vasta em diversos 

ramos do conhecimento e encontra-se em pleno desenvolvimento investigativo. 



 

2 HEPATITE 
Nas últimas décadas, vários estudos apontaram para a análise de genes 

ligados a doenças infecto-contagiosas, sendo o vírus responsável pela hepatite, um 

dos genomas que vem sendo investigados com auxílio de métodos de aplicações 

moleculares (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2002b; FERREIRA; SILVEIRA, 

2004). Por conta do difícil diagnóstico da doença em estágios iniciais e pela 

ausência de vacina para tipos específicos, a avaliação analítica do vírus da hepatite 

vem alcançando lugar de destaque no âmbito da pesquisa científica (MERIC et al., 

2002; CASSUTO et al., 2002; YAMANAKA; RICCARDI; COSTA, 2003; YE et al., 

2003; RICCARDI et al., 2004; YAMANAKA et al., 2004).  

Do ponto de vista científico, hepatite vem designar qualquer degeneração do 

fígado, que pode ser ocasionada por variadas possibilidades. No caso específico da 

ação dos vírus, estes parasitam as células hepáticas, objetivando a reprodução, 

atacando o fígado e destruindo estas células. O vírus do tipo C (HCV) vem ocasionar 

a infecção virótica aguda conhecida como hepatite C, que é transmitida por meio de 

sangue contaminado e enfatiza-se o fato de ainda não existir uma vacina disponível 

para este tipo específico de hepatite (ERENSOY, 2001; MATTHEWS; BINI, 2004; 

AKAHANE et al., 2004). A o vírus da hepatite do tipo C teve seu genoma publicado 

primeiramente por Choo e colaboradores (1989). Anteriormente, esta virose era 

estudada e denominada como hepatite não A, não B. É causada por um vírus de 

RNA (Figura 1) da família flaviviridae, que possui genoma de fita simples medindo 

9,7 kilobases de comprimento. Apresenta seis genótipos distintos (1 a 6), 

subdivididos em grupos (a, b, c, etc.), e dentro de um mesmo genótipo e subgrupo, 

podem-se ter ainda variações do HCV, denominadas quasispecies, devido à 

replicação imperfeita do vírus, que resulta em pequenas mutações constantes 

(SIMMONDS et al., 1994;  CONTE, 2000a).  

 



 

 
Figura 1. Desenho de representação do vírus da hepatite C (SECKO, 2009). 

 

 

O HCV não é considerado um vírus socialmente transmissível, sendo o 

contato direto com o sangue e derivados de sangue contaminados, a sua mais 

significativa forma de transmissão. A infecção está associada principalmente a 

transfusões sanguíneas, transplante de órgãos, processos de hemodiálise, uso de 

drogas injetáveis, dentre outros (BALDESSAR, 2007). O HCV foi tido como o agente 

causador de 90% dos casos de hepatite C pós transfusional, visto que a doença 

somente foi conhecida no final da década de oitenta e que vários indivíduos foram 

infectados durante procedimentos de transfusão de sangue efetuados até o início 

dos anos noventa (STRAUSS, 2001). Estes indivíduos devem ser avaliados para 

contaminação com HCV. No Brasil, desde 1993 os candidatos doadores de sangue 

devem, obrigatoriamente, passar por testes sorológicos anti HCV. Atualmente, por 

conta de medidas como esta, os casos de contaminação pós tranfusional tornaram-

se raros (ALTER, 1997). O risco de transmissão sexual é mínimo e a contaminação 

por contato com material cortante/perfurante deve ser considerada como fator de 

risco, como nos casos de material para tatuagem, alicates de unha ou lâminas de 

barbeiro, por exemplo. Procedimentos odontológicos e de acupuntura também 

podem apresentar riscos de contaminação. A transmissão vertical mãe criança é 

rara, porém, a gravidez não é contra indicada em casos de mulheres infectadas 

(TENGAN et al., 2001; TEIXEIRA; MARTINS FILHO; OLIVEIRA, 2005). 

A hepatite C, como toda hepatite viral, apresenta um quadro de distribuição 

universal e magnitude variável de acordo com a região do país.  Os números da 

doença em todo o mundo são alarmantes. Por ocasião da  



 

Conferencia Internacional de Consenso sobre Hepatite C, estimou-se que 3% da 

população mundial encontra-se infectada com o vírus HCV e que 90% destas 

pessoas ainda não sabem que estão infectadas. A prevalência, com base em dados 

de pré-doadores de sangue, pode variar entre índices como 20% no Egito, 1,5% no 

sul da Europa e de 6,5% na África equatorial (CONTE, 2000b; ERENSOY, 2001). 

Hoje atinge cerca de 150 milhões de portadores crônicos, dos quais 3,2 

milhões somente no Brasil (1,5% da população), sendo este o maior índice de 

prevalência da América do Sul e uma incidência sete vezes maior que a do vírus da 

AIDS (STRAUSS, 2001; HEPATITIS C INFORMATION CENTRAL, 2009). Porém, 

ainda não existem estudos capazes de estabelecer sua real prevalência no país, 

visto que a vigilância epidemiológica das hepatites virais, no Brasil, baseia-se na 

notificação de casos suspeitos. O número de notificações não reflete a real 

incidência da infecção, pois, a grande maioria dos acometidos apresenta forma 

assintomática, sendo então, dificilmente captados. Alguns trabalhos têm buscado 

informações a cerca da distribuição do genótipo no Brasil (CODES et al., 2003; 

SILVA et al., 2005). Campiotto e colaboradores (2005) efetuaram um estudo da 

distribuição geográfica de genótipos de vírus da hepatite C, no Brasil, que 

determinou uma frequência genética estatisticamente diferente para cada região do 

país, porém, com genótipo do tipo 1 mais freqüente em cada região, sendo a região 

norte a de maior incidência para este genótipo. 

De maneira geral, a evolução da hepatite C é lenta e progressiva. O tempo 

de incubação mostra-se variável, que pode ser de um a treze meses, sendo oito, em 

média. Cerca de 20% dos indivíduos pacientes curam-se ou tem doença crônica de 

natureza benigna e o restante 60% denotam evolução crônica. Dentre estes, um 

total de 20% desenvolvem cirrose hepática, mas que pode ser passível de 

transplante. Alguns casos podem evoluir para hepatocarcinôma (STRAUSS, 2001).  

 

2.1 Detecção, Diagnóstico e Tratamento da Hepatite C. 

O quadro clínico dos doentes com hepatite aguda do tipo C é bem 

semelhante ao dos outros tipos de hepatite virótica, necessitando de testes 

serológicos para efetuar a etiologia da doença em cada caso particular de infecção 

(MATTHEWS; BINI, 2004). Esta infecção com HCV possui um período de incubação 

médio de 7 a 8 semanas, no qual o anticorpo para o vírus pode ser detectado em 

80% dos doentes. Após este período, o curso da hepatite C tem evolução clínica 



 

flutuante, o que dificulta a sua confirmação pelos testes serológicos atuais, que são 

baseados na presença do anticorpo anti HCV (LOK; GUNARATNAM, 1997). Dentre 

estes, destacam-se os imunoenzimáticos (EIA), que são simples e relativamente 

baratos e detectam a maioria dos casos de infecção. O teste rotineiramente utilizado 

é o ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay), que vem adquirindo 

sensibilidade com a evolução dos mesmos, da primeira para as segundas, terceiras 

e quartas gerações do teste (BRANDÃO et al., 2001). O ELISA costuma apresentar 

resultados negativos nos primeiros meses após a contaminação, o que pode ainda 

falsear um resultado negativo para doadores de sangue. Os imunoensaios 

enzimáticos não diferem entre uma infecção aguda ou crônica, ativa ou curada (LE 

POGAM; 1998; GERMER et al., 1999; ERENSOY, 2001). O uso de testes 

suplementares, como RIBA (Recombinant Immunoblot Assay) e INNO-LIA (Line 

Immuno Assay) têm sido prático para auxiliar na confirmação da infecção, 

descartando falsos positivos em populações de baixo risco (GRETH, 1997). 

Técnicas alternativas, para a detecção direta do ácido nucléico do HCV, baseadas 

na biologia molecular vêm ganhando espaço, embora ainda menos acessíveis e 

mais onerosas. Verificam a viremia do doente de modo qualitativo, em estágios 

recentes de contaminação (FAGUNDES et al., 2008; GARCIA et al., 2008). A técnica 

de reação de polimerase em cadeia (PCR) e suas variações têm auxiliado como 

ferramenta complementar para o monitoramento terapêutico (CANTALOUBE, 1997; 

PRATT; CORNELY, 2004; PAPAXANTHOS-ROCHE, 2004). A partir de um material 

genético simples, o processo pode gerar em questão de horas, bilhões de moléculas 

similares, material que pode ser utilizado na detecção de níveis baixos de infecção 

viral. Atualmente, pesquisas envolvendo sensores baseados no monitoramento da 

hibridização da material genético (genossensores), em conjunto com as técnicas de 

PCR, podem ser ferramentas auxiliares na análise de vírus da hepatite 

(HERMANSON, 1996; CASTRO et al., 2001). 

Os métodos de detecção de seqüências do DNA estão sendo desenvolvidos 

de forma rápida e ampla em inúmeras áreas (GONÇALVES et al, 2005). A química 

eletroanalítica tem feito uso da técnica tradicional, imobilizando o DNA simples em 

suporte sólido, seguido de monitoramento do processo de hibridização (associação 

de duas fitas de DNA complementares através de pontes de hidrogênio entre as 

bases nitrogenadas que os formam) para determinação de seqüências específicas 

de bases nitrogenadas. Baixo custo, simplicidade de análise, medida em tempo real, 



 

rapidez e seletividade são os atrativos apresentados pela técnica (PIVIDORI; 

MERKOÇI;  ALEGRET, 2000; MIKKELSEN, 2005). Por conta do difícil diagnóstico 

da doença em estágios iniciais e pela ausência de vacina específica, a avaliação 

analítica do vírus da hepatite vem alcançando lugar de destaque nestes trabalhos de 

pesquisa (CASSUTO et al., 2002; YAMANAKA, RICCARDI; COSTA, 2003; YE et al., 

2003; RICCARDI et al., 2004; YAMANAKA et al., 2004). 

O tratamento da hepatite C tem por objetivo deter a progressão da doença 

hepática inibindo a replicação do vírus, o que pode levar a uma redução da atividade 

inflamatória, impedindo a evolução para casos de cirrose ou carcinoma (STRAUSS, 

2001; ARAUJO et al., 2007). Os medicamentos disponíveis atualmente são o 

interferon, o peginterferon e a ribavirina, que tem apresentado baixa eficácia 

terapêutica, atingido os objetivos propostos em menos da metade dos pacientes, 

além de provocarem fortes efeitos colaterais, como depressão, fadiga, insônia, 

arritmias, queda de cabelo e até aborto (CONTE, 2000b; MATTHEWS; BINI, 2004; 

PRADO et al., 2008). Como ainda não se tem uma vacina específica para a hepatite 

C, fortalece-se a idéia da importância de pesquisas que possam propiciar testes 

confirmatórios mais rápidos, eficientes e confiáveis, detectando e diagnosticando a 

doença de modo mais preciso, acarretando em um monitoramento do indivíduo 

contaminado em estágios iniciais da infecção, ou seja, em estágios de fácil controle. 

Deve-se levar em conta, também, o fator econômico, visto que os gastos com o 

tratamento deste indivíduo logo no início da virose torna-se de menor custo para a 

saúde pública. Calcula-se que entre os anos de 2010 e 2019, a hepatite C poderá 

causar um prejuízo de 54 bilhões de dólares por perda de vida útil (TEIXEIRA; 

MARTINS FILHO; OLIVEIRA, 2005).  

 

3 ESTRUTURA DO DNA. 

 A descoberta da estrutura tridimensional do ácido desoxirribonucléico pelos 

cientistas James D. Watson e Francis H. C. Crick, publicada na revista nature em 

1953, tem sido considerada um dos grandes eventos da ciência do século 20, devido 

ao impacto que esta descoberta causou no meio científico, desde as influencias 

básicas em disciplinas consolidadas até o nascimento de novas áreas do 

conhecimento, passando pelas informações que esta estrutura forneceu, 

viabilizando uma gama de descobertas seqüenciais (WATSON; CRICK, 1953). A 

estrutura macromolecular é baseada em duas cadeias helicoidais antiparalelas, 



 

dispostas sobre o mesmo eixo central (Figura 2). Cada cadeia polimérica é 

constituída de um número de nucleotídeos (adenilato, timidilato, guanilato e citidilato) 

dispostos em um esqueleto baseado em moléculas de açúcar (desoxirribose) e 

fosfato, alternados, sendo que, para cada molécula de açúcar existe ligada (ligação 

do tipo fosfodiéster) uma base nitrogenada. Enfim, cada unidade monomérica de 

DNA é constituída de uma molécula de desoxirribose, uma de fosfato e outra de uma 

base nitrogenada. As duas cadeias se mantêm ligadas por forças e atrações entre 

as bases nitrogenadas que compõem o material. Essas ligações são propostas 

basicamente da seguinte maneira: a cada molécula de guanina, encontra-se ligada 

uma molécula de citosina e a cada molécula de timina, uma de adenina, que, 

somente se fortalece pela característica peculiar da disposição antiparalela das 

cadeias, que assim se tornam complementares, devido às pontes de hidrogênio 

entre estas bases (ADAMS; KNOWLER; LEADER, 1992; NELSON; COX, 2006). 

A)                       B)          
 

Figura 2. A) Fita simples constituída do esqueleto açúcar fosfato ao qual estão ligadas as 
bases nitrogenadas específicas. B) Estrutura molecular do ácido 
desoxirribonucléico, segundo Watson e Crick (1953).  

 

 

A seqüência em que as bases encontram-se dispostas caracteriza um ácido 

nucléico. Biologicamente, esta seqüência carrega consigo informações que podem 

ser transmitidas de geração a geração de indivíduos. As informações podem ser 

copiadas a partir da formação de uma nova cadeia de DNA, ou seja, a separação de 

uma dupla hélice em suas duas cadeias fornece dois moldes sobre os quais se pode 



 

construir duas novas cadeias com a mesma seqüência da cadeia mãe. Este 

processo é conhecido como replicação do DNA. Atualmente, a estrutura 

tridimensional de Watson e Crick é conhecida como forma B do DNA (DNA-B), 

considerada a mais estável em condições fisiológicas, ou seja, uma estrutura padrão 

para estudos iniciais de propriedades do DNA (DELVIN, 1992). 

Dentre as várias propriedades químicas inerentes ao DNA, pode-se citar 

como uma das mais importantes, a capacidade de desnaturação reversível, que 

consiste na separação da dupla hélice, por condições extremas de pH ou 

temperatura, no qual são separadas as duas fitas pelo rompimento das pontes de 

hidrogênio, sem quebra das ligações covalentes existentes. Da mesma maneira, 

quando as condições de extremidade são revertidas, as fitas se unem novamente, 

formando a dupla hélice anterior. Este processo de re-ligação é conhecido como 

renaturação. Pode ocorrer em duas etapas (i: colisões aleatórias e ii: reanelamento), 

se as fitas estiveram completamente separadas, ou em uma única etapa, caso as 

fitas ainda se encontrem unidas por uma pequena quantidade de pares de bases 

(doze ou mais) (BERG et al., 2004). 

Outra característica química de interesse está na capacidade de duas fitas 

complementares formarem pares, o que pode ser usado para detecção de 

seqüências especificas de DNA em espécies distintas, pela formação de DNA 

híbrido. Uma seqüência específica pode então ser detectada em presença de muitas 

outras seqüências diferentes em um mesmo material de análise, caso se tenha uma 

fita complementar a esta seqüência para hibridizar com ela. Esta complementar 

pode estar marcada de alguma forma (com enzimas, ou por radioatividade, por 

exemplo), podendo ainda ser de mesmo material genético, de diferente material ou 

mesmo sintetizada em laboratório. Este procedimento de hibridização constitui a 

chave para a biologia molecular moderna, levando a detecções específicas como a 

identificação de um único indivíduo dentre uma população, bem como a predição de 

uma doença muitos anos antes dos sintomas da mesma serem detectados 

(STRYER, 1995; BERG et al., 2004). 

Alterações espontâneas na estrutura do DNA, particularmente ao longo da 

distribuição suas bases nitrogenadas, podem ocorrer de forma lenta, porém 

fisiologicamente significativas. Caso alguma destas alterações possa produzir 

variações permanentes na estrutura do DNA, mudanças ocorrerão também à cerca 

das informações genéticas transferidas para a próxima geração de indivíduos. Neste 



 

caso específico, estas alterações são chamadas de mutações, que também podem 

ocorrer de forma não espontânea, ou seja, sob a ação de fatores externos, como a 

radiação UV ou por ação de radicais livres, por exemplo (DELVIN, 1992; PRATT; 

CORNELY, 2004; NELSON; COX, 2006). 

 

3.1 Detecção de DNA 

Vários esforços têm sido efetuados no sentido de estudar as variadas 

deficiências e alterações genéticas ocorridas no DNA. Estas alterações podem levar 

a mutações genéticas, câncer e morte da célula. Neste aspecto, a detecção de 

bases específicas seqüenciais de ácidos nucléicos é de suma importância para o 

rápido diagnóstico destes problemas. Os estudos de sequenciamento genético já 

estão bastante avançados e este conhecimento está diretamente relacionado ao 

entendimento da estrutura e do comportamento da molécula de DNA (PASSAGLIA, 

2003). 

Os métodos de detecção de seqüências de DNA estão sendo desenvolvidos 

de forma rápida e ampla, em inúmeras áreas (ROBYT; WHITE, 1987; FINI et al., 

1990; BISHOP; RAWLINGS, 1997; RAPLAY, 1999). A química analítica tem feito 

uso da técnica tradicional, utilizando o DNA de fita simples como sonda de 

investigação, seguido de monitoramento do processo de hibridização, que ocorre 

com grande especificidade e afinidade (CUNNINGHAM, 1998). Um grande interesse 

tem sido apresentado nos estudos baseados em metodologias eletroanalíticas para 

determinação de seqüências específicas de bases nitrogenadas pelo monitoramento 

do processo de hibridização (PALECEK; FOJTA, 2001). As vantagens são: o baixo 

custo, o formato simplificado de análise, a medida em tempo real, a rapidez e a 

seletividade (MIKKELSN, 1995; BERNEY, 2000; PIVIDORI; MERKOÇI; ALEGRET, 

2000). Na maioria dos formatos, a sonda que se utiliza para detectar a sequência 

específica de DNA se encontra analiticamente marcada, sendo esta marcação o 

fator responsável pelo sinal analítico monitorado. Este processo de marcação pode 

ser efetuado com moléculas fluorescentes ou com enzimas, por exemplo 

(DIAMOND, 1998). Na área de eletroanalítica, o processo de monitoramento da 

hibridização tem sido efetuado por meio de sondas marcadoras, por uso de 

indicadores eletroativos e também diretamente pelos processos de oxidação da 

molécula de DNA. Estas três variações apresentam suas próprias peculiaridades, 



 

devendo ser escolhida, cada uma, de acordo com o objetivo proposto, tipo de 

material eletródico empregado e material genético disponível (PIVIDORI, 2000). 

 

4 ELETROATIVIDADE DO DNA 

O comportamento eletroquímico do DNA vem sendo estudado há mais de 

quatro décadas, desde que a sua eletroatividade foi descoberta, em 1960, com 

estudos iniciais em eletrodos de mercúrio. Esta eletroatividade reside em pontos 

estruturais da molécula, sendo basicamente relativa aos processos sofridos pelas 

bases nitrogenadas, mais precisamente da guanina, da adenina e da citosina, visto 

que estes processos ainda não estão bem descritos para a base timina, e que as 

moléculas de açúcar e de fosfato são eletroquimicamente inertes (BRETT; 

SERRANO, 1995). A Figura 3 mostra os pontos estruturais nas moléculas, que são 

passíveis de sofrer processos redox. 

 
Figura 3. Esquema ilustrativo do acoplamento das bases nitrogenadas que compõe o DNA. 

Sítios de oxidação e redução  nas moléculas de guanina,  citosina e adenina.  
 

 



 

Os primeiros estudos foram efetuados basicamente em termos de 

comportamento e estrutura do material genético (PALANTI, MARRAZZA; MASCINI, 

1996; PALECEK, 2002). Desde então, uma gama de técnicas eletroquímicas, bem 

como distintos suportes eletródicos tem sido utilizados para a elucidação de vários 

aspectos relativos à estrutura do DNA. A literatura relata que a guanina é a base que 

mais facilmente se oxida, ou seja, que apresenta picos de oxidação em menores 

regiões de potencial quando comparada às outras bases nitrogenadas. Este 

potencial pode variar de valor quando se varia a superfície eletródica a qual o 

material genético está sendo avaliado (PIVIDORI, 2002). Em eletrodos de grafite, o 

DNA desnaturado tem apresentado dois picos anódicos quando estudado por 

voltametria de pulso diferencial, sendo + 0,89 e + 1,17 V, em pH 7,0, relativos à 

oxidação da guanina e adenina, respectivamente. Os processo de redução das 

bases guanina, citosina e adenina ocorrem a potenciais bem negativos, sendo 

possíveis basicamente em estudos com eletrodos de mercúrio. As bases timina e 

uracila podem ser oxidadas em condições de potenciais muito elevados e em meio 

de solvente não aquoso.  (PALANTI; MARRAZZA; MASCINI, 1996). A maioria dos 

processos oxidativos destas moléculas é irreversível, dependente do pH e pode 

apresentar forte caráter adsortivo sobre os suportes eletródicos (STEENKEN, 1989).  

A oxidação da guanina, em eletrodos de carbono vítreo e grafite pirolítico 

tem sido reportada como uma reação irreversível, envolvendo quatro elétrons, 

acompanhada da formação do intermediário 8 oxoguanina (8-oxoG). Primeiramente 

uma reação lenta envolvendo dois elétrons e dois prótons H+ (ataque nucleofílico na 

ligação -N(7)=C(8)-), produzindo a 8-oxoG, seguido da oxidação (2e-/2H+) desta, na 

posição –C(4)=C(5)–. No caso, para o eletrodo metálico de ouro, o procedimento 

inicial é semelhante, produzindo a 8-oxoG e posteriormente, os demais processos de 

oxidação envolvem reações de desprotonação de espécies formadas e suas 

subseqüentes hidratações (PALANTI, MARRAZZA; MASCINI,  1996). A Figura 4 

apresenta uma proposta para um mecanismo de oxidação da guanina sobre eletrodo 

de ouro. A disposição das bases na molécula pode influenciar no sinal eletroanalítico 

obtido. Assim, o DNA nativo (dsDNA), o desnaturado (ssDNA) e o degradado 

apresentam, cada um, comportamento característico. Para o DNA de fita dupla, o 

fato das bases estarem ligadas entre si e dispostas na região central da molécula, 

colaboram para um processo de oxidação, do ponto de vista molecular, mais difícil e 

conseqüentemente o sinal de corrente é menor, em comparação com a oxidação de 



 

uma fita simples de DNA. Em contra partida, o DNA degradado pode apresentar 

valores distintos, levando em consideração o grau de degradação do material 

(JELEN, FOJTA; PALECEK, 1996).  

 

 

 
Figura 4. Mecanismo proposto para oxidação da base guanina sobre superfície eletródica 

de ouro (FERAPONTOVA, 2004). 
 

 

5 GENOSSENSORES ELETROQUÍMICOS. 

Recentes avanços em síntese de oligonucleotídeos, em conjunto com a atual 

microeletrônica vêm atuar de sobre maneira no desenvolvimento de biossensores 

baseados no reconhecimento de genes específicos (BERNEY, 2000). Os 

genossensores incorporam uma camada genética imobilizada na superfície de um 

transdutor, como elemento de reconhecimento, convertendo parâmetros de 



 

interação genética em sinais analíticos mensuráveis (CUNNINGHAM, 1998; 

EGGINS, 2002). Sendo assim, os genossensores eletroquímicos convertem sinais 

de interação entre bases nitrogenadas específicas, em sinais elétricos 

(potenciométricos, amperométricos, etc.) (Figura 5). Estes sensores têm sido 

utilizados em investigações eletroquímicas como técnica altamente sensível, de 

baixo custo financeiro, de fácil uso, portátil e compatível com as atuais 

microtecnologias, principalmente pela real possibilidade de produção em massa 

(PALECEK, 2002). Estes genossensores são  atrativos para as investigações e 

diagnósticos genéticos, bem como detecção de espécies patogênicas, analitos de 

interesse clínico, espécies carcinogênicas, fármacos e seqüências de bases de DNA 

(humano, vírus, bactéria, etc.) (LA-SCALEA; SERRANO; GUTZ 1999; WANG, 2002).  

 

           
 

Figura 5. Princípio de funcionamento de um genossensor eletroanalítico. 

 

 

A construção de um genossensor eletroquímico envolve, no geral, os 

seguintes passos: escolha do transdutor, imobilização do DNA e monitoramento 

eletroquímico do processo de hibridização (transdução do sinal). Cada passo deve 

ser otimizado, objetivando a melhor performance do genossensor. Para se alcançar 

uma sensibilidade e seletividade específica é requerido um processo máximo de 

hibridização eficiente, com o mínimo de adsorção não específica sobre a superfície 

do eletrodo (PIVIDORI; MERKOÇI; ALEGRET, 2000.). 

Os transdutores amperométricos apresentam uma relação direta entre a 

intensidade de corrente e a concentração da espécie eletroativa, independência do 

volume da solução e possibilidade de automação e miniaturização. Estão entre os 



 

mais empregados na construção de biossensores. Como transdutores, têm sido 

utilizados os eletrodos de carbono, ouro, grafite pirolítico, carbono vítreo, pasta de 

carbono e fibra de carbono. Os eletrodos do tipo convencional, micro eletrodos ou 

eletrodos impressos tem sido considerados ferramentas promissoras na investigação 

eletroquímica de material genético (LUCARELLI et al., 2004; DE-LOS-SANTOS-

ÁLVAREZ et al., 2004). No caso específico dos eletrodos de ouro, se tem trabalhado 

com os convencionais comerciais ou com eletrodos a base de ouro depositado sobre 

suportes plásticos, vidros, impressos ou fotolitografados. A superfície do ouro tem 

sido apresentada como uma plataforma viável para imobilização de biomoléculas por 

meio de ligações covalentes de grupamentos do tipo tiol, técnica conhecida como 

imobilização por ligação com monocamadas auto montadas (ULLMAN, 1996). 

 

5.1 Processos de Imobilização 

Uma vez escolhido o transdutor e efetuada sua caracterizado deve-se 

escolher o processo pelo qual o material genético será imobilizado sobre o mesmo. 

A literatura tem relatado que o controle da superfície química é essencial para a alta 

atividade, orientação, acessibilidade e estabilidade do material biológico confinado 

(VELIKY; McLEAN, 1994; STEFAN, 2001; MIKKELSEN, 2004). Dentre as etapas de 

construção de um biossensor, o processo de imobilização do material biológico 

constitui um ponto crucial e determinante, desempenhando um passo extremamente 

importante na confecção do sensor biológico. A cinética de hibridização dos ácidos 

nucléicos na superfície de um suporte sólido está diretamente relacionada à 

acessibilidade do DNA a este suporte. Alguns autores enfocam a necessidade de 

ligar o material genético por uma das extremidades da cadeia, o que condiciona a 

uma estrutura ligada flexível, no que diz respeito às trocas na conformação quando 

ocorre o processo de hibridização. Ligações aleatórias na superfície do eletrodo 

podem levar a modificações químicas das bases componentes do material genético, 

o que, conseqüentemente, pode ocasionar o decréscimo na especificidade da 

camada de reconhecimento (PIVIDORI; MERKOÇI; ALEGRET, 2000). 

Diversos métodos tem sido empregados objetivando uma melhor 

imobilização, podendo haver uma dependência com o tipo de transdutor escolhido, 

bem como o tipo de material genético que se quer ligar ao eletrodo (LUCARELLI, 

2004). As técnicas têm utilizado DNA simples, de dupla e de tripla hélice 

imobilizados na superfície do sensor. O material genético mais usual consta de uma 



 

cadeia curta de oligonucleotídeos que é capaz de hibridizar uma seqüência alvo 

específica. Dentre os variados métodos de imobilização podem-se destacar os 

processos efetuados por adsorção, imobilização por ligação covalente, complexação 

com avidina estreptavidina, matrizes poliméricas e monocamadas auto montadas. 

(LA-SCALEA, 1999; PIVIDORI, 2002).  

Para os procedimentos de imobilização por adsorção, dois tipos podem ser 

descritos: 

i) Adsorção física: o método usual é efetuado por aplicação de um volume 

específico da solução trabalho sobre a superfície do eletrodo, seguido de secagem 

desta solução, ocasionando a retenção do material genético. Basicamente, a técnica 

não requer reagentes especiais ou modificações no material genético, porém, pode 

levar a uma baixa eficiência da hibridização, por ser um procedimento de 

imobilização estritamente aleatório, além de ocasionar perda do material por 

lavagem do sensor, devido aos fracos processos de interação entre o DNA e a 

superfície do eletrodo.  

ii) Adsorção eletroquímica: também conhecido como método de adsorção 

em potencial controlado, que requer um pouco mais de instrumentação, visto que se 

baseia na aplicação de um potencial positivo específico no eletrodo de trabalho, que 

vem favorecer os processos de adsorção do material genético sobre o mesmo, visto 

que o DNA é um poliânion. A estabilidade da imobilização é devido às interações 

eletrostáticas entre o esqueleto açúcar-fosfato, negativamente carregado e a 

superfície do eletrodo (carga positiva). Geralmente, o potencial aplicado é de + 0,5 

V, que implica em uma adsorção sem destruição da molécula de DNA. Pode-se 

imobilizar tanto sondas de captura, para processos de hibridização, quanto dsDNA, 

para efetuar estudos de detecção de pequenas moléculas. 

O processo de imobilizar material genético por formação de complexos 

estabelece ligações mais fortes entre a superfície do sensor e o material genético, 

tendo vantagens, como o baixo nível de perda de material por lixiviação, porém, 

possíveis processos de fragmentação ou mudanças de conformação da molécula 

podem ocorrer. Dentro desta proposta, a metodologia mais utilizada tem sido o uso 

do conjugado avidina biotina, que são proteínas que formam um complexo de 

estrema estabilidade. Biotina (vitamina H) é uma pequena molécula que se liga com 

uma alta afinidade com a avidina ou com a estreptavidina, podendo ser removida 



 

somente sob condições experimentais extremas (Figura 6). Já a estreptavidina é 

uma proteína que possui quatro sítios de ligação idênticos.  

 

 

A)                                                                   B) 

Figura 6. A) Interação estreptavidina biotina. B) Representação da imobilização do DNA 
pela técnica de (�) biotina (����) estreptavidina. 

 

 

A técnica consiste inicialmente na fixação de uma das moléculas na 

superfície do eletrodo. Este procedimento pode ser efetuado por adsorção, por 

exemplo, ou até mesmo por mistura em pasta de carbono. Seguidamente, imobiliza-

se a molécula de oligonucleotídeo modificada com a outra molécula, que por sua vez 

estará disposta sobre a superfície do eletrodo de forma orientada e com uma certa 

estabilidade, visto que, por esta técnica, a imobilização não é fortemente afetada 

pelos valores variantes de pH, temperatura ou ação de solventes orgânicos e 

agentes desnaturantes (LA-SCALEA, 1999; KURAMITZ et al., 2003; WILLIAMS et 

al., 2003; DE-LOS-SANTOS-ÁLVAREZ et al., 2004; LUCARELLI, 2004). A técnica 

vem sendo estudada para detecção de RNA de HCV pelo grupo de eletroanalítica do 

Instituto de Química da Unesp de Araraquara, apresentando resultados satisfatórios 

(YAMANAKA; RICCARDI; COSTA, 2003; YAMANAKA et al., 2004; RICCARDI et al., 

2004). 

 

5.2 Monocamadas Auto Montadas. 

A superfície de ouro merece destaque quando se pensa em material 

metálico empregado como superfície eletródica, devido à sua elevada pureza, 

 



 

possibilitando efetuar trabalhos em ampla faixa de potencial na região positiva, 

permitindo ainda o controle e a modificação de sua superfície de trabalho. Uma 

técnica bastante empregada atualmente tem sido baseada na adsorção irreversível 

de alcanos funcionalizados sobre uma superfície metálica ordenada, sendo a 

aplicação de tióis sobre a superfície de eletrodos de ouro, uma prática preferida 

recentemente, devido à formação de uma estrutura altamente ordenada. Com uma 

superfície eletródica bem estruturada, fica mais fácil se efetuarem estudos 

posteriores relativos ao sistema de detecção analítica. (PALANTI; MARRAZZA; 

MASCINI, 1996; AKRAM; STUART; WONG, 2004; GOODING; PRAIG; HALL, 1998;  

FREIRE; PESSOA; KUBOTA, 2003). A superfície do ouro tem sido apresentada 

como uma plataforma viável para imobilização de material genético via modificação 

da superfície do ouro por monocamadas auto organizadas (SAM, do inglês self 

assembled monolayers) (LA-SCALEA, 1999; LUCARELLI, 2004; DE-LOS-SANTOS-

ÁLVAREZ et al., 2004; SENARATNE; ANDRUZZI; OBER, 2005; CARVALHAL, 

2005). A imobilização pelo método de SAM tem melhorado a reprodutibilidade dos 

sensores devido à distribuição homogênea do material biológico sobre o transdutor 

(GOODING; HIBBERT, 1999; GOODING, 2001). Esta técnica consiste na 

modificação do eletrodo pela deposição de monocamadas de moléculas funcionais, 

sendo formadas espontaneamente pela simples imersão do eletrodo em solução 

contendo a molécula anfótera ou ainda pela aplicação de um potencial específico 

(Figura 7).  

 
Figura 7. Processo ilustrativo de formação de monocamadas auto organizadas. 

 



 

A adsorção da molécula ocorre por conta da interação entre os grupos 

funcionais do adsorvente com o adsorbato, seja por forças ou interações 

hidrofóbicas e após a modificação, a extremidade da monocamada passa a governar 

as propriedades do eletrodo. A aplicação desta técnica na confecção de 

biossensores apresenta potencialidades no que diz respeito ao aumento da 

sensibilidade e da estabilidade em função da faixa de potencial trabalhada, além de 

fornecer um micro ambiente bastante favorável ao material biológico imobilizado, 

permitindo a orientação deste material na superfície da monocamada, podendo levar 

a uma orientação do centro de oxi-redução para com a superfície do eletrodo, o que 

pode propiciar estudos de monitoramento de transferência eletrônica diretamente do 

sítio catalítico de enzimas, por exemplo. (FREIRE; PESSOA; KUBOTA, 2003; 

MENA; YÁÑEZ-SEDEÑO; PINGARRÓN, 2005; CAMPUZANO et al., 2006). Os 

alcanotióis têm sido investigados para construção de SAM em ouro objetivando 

estudos em bioeletroquímica, como superfícies alternativas de ancoramento de 

material biológico em eletrodos de ouro, como citocromo C, peroxidase, glicose 

oxidase e imunoglobulina G. (LI; CHENG; DONG, 1996; DONG, 1997; JIANG et al., 

1997; GOODIN; HIBBERT, 1999; GOODING et al., 2001). 

A estrutura da monocamada depende do substrato de ligação e da sua 

morfologia. A natureza do acoplamento e as forças de interação podem influenciar 

nesta estrutura. É importante ressaltar que o processo de acoplamento ocorre muito 

rapidamente, mas a organização morfológica é um processo lento, que pode durar 

em torno de horas ou até dias. A caracterização e a determinação da organização 

estrutural das monocamadas podem ser efetuadas por diversas técnicas (FREIRE; 

PESSOA; KUBOTA, 2003). Mendes et al. (2004) investigaram a transferência 

eletrônica entre a monocamada e o K4Fe(CN)6, em superfície de ouro policristalino, 

utilizando as técnicas de voltametria cíclica e espectroscopia de impedância 

eletroquímica, discutindo também os efeitos do pH do meio e do comprimento da 

cadeia carbônica que forma a monocamada. Chah et al. (2002) efetuaram estudos 

de ionização e reprotonação de monocamadas de ácido mercaptopropiônico pela 

técnica de ressonância plasmônica de superfície (SPR) e Piwonski et al. (2005) 

estudaram a morfologia de monocamadas por microscopia de tunelamento. Yu 

(2001) estudou a aplicação de monocamadas de alcanotiois de cadeias longas da 

superfície de CD graváveis, por espectroscopia de infravermelho, voltametria cíclica 

e microscopia de efeito túnel, comparando os resultados assim obtidos com o 



 

estudados para filmes finos de ouro comercializados, indicando que este substrato é 

bastante viável como suporte para modificações com monocamada auto montadas.  

Recentemente, sensores modificados com DNA tem feito uso da modificação 

por SAMs construídas a partir do próprio material genético, ou seja, efetua-se a 

monocamada com moléculas de oligonucleotídeos sintetizados com grupamentos 

tióis em uma das extremidades (PIVIDORI et al., 2000; LU et al., 2004; WIRTZ, et 

al., 2004; BRIONES et al., 2005; SAKAO et al., 2005; ABAD-VALLE, FERNÁNDEZ-

ABEDUL; COSTA-GARCÍA, 2005). Com este tipo de monocamada, cada molécula 

de tiól adsorvido na superfície de ouro contém uma molécula analítica de interesse 

(sonda), o que não pode ser afirmado para o genossensor construído por formação 

de SAM em mais de uma etapa. Estes fazem uso da modificação com tiól para 

posterior ligação do material genético sobre esta, desta forma, não se pode afirmar 

que toda a extremidade da monocamada está ligada a um oligonucleotídeo, ou que 

todo oligo foi ligado à monocamada, obtendo-se perdas mais significativas de 

material de trabalho, além de oferecer processos adsortivos não específicos em 

maior intensidade (BIEBRICHER et al., 2004).  

 

6 MONITORAMENTO DOS PROCESSOS DE HIBRIDIZAÇÃO. 

No processo de monitoramento da formação da dupla fita, utiliza-se o 

eletrodo modificado com ssDNA específico, que por sua vez, vem identificar uma 

seqüência de bases complementares a partir da formação da dupla fita híbrida, 

sendo o processo de identificação considerado bastante eficaz e específico, mesmo 

em presença de variadas seqüências não complementares (FOJTA, 2002). O 

processo de hibridização deve ser efetuado sob condições controladas. O 

monitoramento deste processo pode ser efetuar direta ou indiretamente. O 

monitoramento direto é baseado nos processos redox sofridos pelas seqüências 

específicas de DNA, sobre tudo da molécula de guanina (Figura 8). Leva-se em 

conta os distintos comportamentos eletroanalíticos entre ssDNA e dsDNA, assim, o 

sinal obtido para a oxidação do DNA sobre o eletrodo modificado com fita simples 

difere do obtido pelo eletrodo após o processo de hibridização, visto que o eletrodo 

apresenta então um DNA de fita dupla sobre a superfície. Neste caso, o sinal 

monitorado pode diminuir, ou ainda aumentar, de acordo com as seqüências alvo. 

Caso o material genético investigado seja totalmente pareado com a fita sonda, o 



 

sinal eletroanalítico tende a cair, já que as bases estão dispostas na parte interior da 

molécula hibridizada, dificultando os processos oxidativos. 

 

Figura 8. Esquema de monitoramento direto do processo de hibridização via oxidação da 
guanina (PIVIDORI, 2002). 

 
 

 No caso da fita alvo ser muito maior que a fita de investigação, pode ocorrer 

de ter excesso de bases oxidáveis sobrando, sem ser pareada, conseqüentemente, 

um aumento de sinal será obtido (THORP, 1998; PIVIDORI, 2002). Kerman e 

colaboradores (2003) efetuaram estudos de detecção e monitoramento do sinal da 

guanina em + 0,73 V, utilizando a técnica de voltametria de onda quadrada, usando 

eletrodo de ouro modificado com monocamada de cisteína.  

Para o monitoramento indireto, faz-se uso de indicadores eletroativos e 

ainda de sondas marcadas com enzimas. O procedimento com indicadores é 

descrito da seguinte maneira: inicialmente, o eletrodo modificado com ssDNA é 

mergulhado em uma solução que contém a seqüência alvo a ser detectada, um 

polinucleotídeo, por exemplo. Neste ponto, o processo de hibridização ocorre, sendo 

então, o eletrodo modificado transferido para uma outra solução, contendo o 

indicador específico de hibridização. Este deve apresentar atividade elétrica 

monitorável e também, capacidade de interagir com o DNA (PALECEK; FOJTA, 

2001). Deste modo, a variação nas medidas eletroquímicas produzidas pela 

alteração no sequenciamento genético vem confirmar e constatar o processo de 

hibridização (Figura 9). Na hibridização é de suma importância a escolha do 

indicador eletroquímico. La Scalea et al. (1999) apresentam um resumo destes 

agentes e suas aplicações. Estes componentes interagem em distintas maneiras 

com o material genético, tendo preferência para o dsDNA. Uma desvantagem do 



 

método está nos processos de adsorção não específicos, que podem influenciar nos 

resultados destes genossensores.  

 

Figura 9. Esquema de monitoramento do processo de hibridização via indicadores 
eletroativos (PIVIDORI, 2002). 

 

 

6.1 Intercaladores 

O DNA é uma biomacromolécula que oferece diversos sítios de ligação para 

uma variedade de outras moléculas. Estas ligações podem acarretar em mudanças 

na estrutura do DNA e em suas funções. Existem três tipos básicos de processos de 

interação de moléculas/íons com o DNA (Figura 10): 

i) Interação eletrostática não específica entre a molécula/íon com a parte 

externa do DNA de dupla hélice; 

ii) Ligação com os sulcos (maior ou menor) da molécula, interagindo com as 

bordas dos pares de bases; 

iii) Intercalação planar entre os anéis aromáticos dos pares de bases. 

 

A intercalação é um termo usado em química para a inclusão reversível de 

uma molécula (ou grupo) entre duas outras moléculas (ou grupos). As ligações 

eletrostáticas ou com os sulcos da molécula, geralmente não acarretam em 

mudanças na estrutura do DNA, porém, a intercalação entre a dupla hélice pode 

causar torções angulares na estrutura do esqueleto açúcar-fosfato ou ainda separar 

alguns pares de bases para que a molécula possa intercalar. Os três processos 

podem ser observados ao mesmo tempo, como no caso de algumas 

metaloporfirinas. As moléculas grandes possuem preferência pelos sulcos maiores 



 

do DNA, sendo os sulcos menores, bem como os espaços planares disponíveis 

entre a dupla hélice, preferidos pelos ligantes pequenos (IHMELS; OTTO, 2005). 

 
Figura 10. Processo de intercalação. Molécula pequena ligada entre os pares de bases. 

Interação de uma molécula grande com o sulco maior do DNA (IHMELS; OTTO, 
2005). 

 

 

As bases nitrogenadas ficam situadas, na dupla hélice, dentro de um arranjo 

quase co-planar, permitindo que moléculas planares policíclicas intercalem entre 

dois pares de bases. Forças como: atração eletrostática, interação dipolo-dipolo, 

interações dispersivas e π-stacking, das moléculas intercaladoras, atuam no 

processo de interação com os anéis aromáticos das bases. Porém, forças de Van 

der Waals e hibrofóbicas governam as intercalações de maneira mais eficiente 

(WEMMER, 2000).  

Apesar das constantes de formação entre os complexos e o DNA estarem na 

ordem de 10 - 4 a 10 - 6, ou seja, muito menores que as constantes de formação entre 

os componentes do DNA, o processo de intercalação envolve uma pequena 

mudança de conformação na molécula, desenrolando e/ou alongando a mesma, 

podendo resultar em mudança na estrutura das moléculas de ribose, entre os 

carbonos C2' e C3', que pode aumentar os espaços entre os fosfatos e diminuir a 

densidade de carga ao longo da dupla hélice. A intercalação de uma molécula 

pequena impede que este processo ocorra novamente com outra molécula, por 

razões estéricas, ou mesmo pela redução do potencial eletrostático no sítio de 

intercalação. O processo de intercalação, com relação às pontes de hidrogênio entre 

as bases, pode ocorrer de modo axial, paralelo ou perpendicular. A determinação de 

como esta ligação entre o intercalador e o DNA está efetuada constitui uma 



 

ferramenta de avaliação qualitativa e quantitativa deste processo de associação. A 

variações nas propriedades de absorção e emissão de luz podem auxiliar na 

elucidação destes processos (WEMMER, 2000; PIVIDORI, 2002; IHMELS; OTTO, 

2005). 

O estudo de interações entre o DNA (nativo e desnaturado) imobilizado e 

compostos de interesse, também vêm sendo citados na literatura (BRABEC, 2000; 

LU et al., 2002; IHMELS; OTTO, 2005; BOAL; BARTON, 2005). Os intercaladores 

eletroativos têm sido muito apreciados para interação com DNA, seja para pesquisas 

de detecção de pontos de mutação, quanto para estudos de interação, visto que eles 

podem aumentar consideravelmente o sinal eletroanalítico monitorado, além de 

apresentarem reações reversíveis em potenciais mais baixos, minimizando o efeito 

de interferentes (MARTINEZ; CHACON-GARCIA, 2005).  

Neste contexto, merecem destaque os trabalhos efetuados com complexos 

metálicos (Co(bpy)3
+3, Co(phen)3

+3, Fe(phen)2
+3 e Fe(bpy)2

+3), compostos corantes 

(azul de metileno e azul de nilo) e drogas (daunomicina, doxorubicina, distamicina). 

Alguns complexos de cobre apresentam afinidade para com a dupla fita de DNA, 

podendo servir de indicativo de hibridização e pontos de mutação, visto que estes 

complexos têm afinidade por bases nitrogenadas específicas constituintes de DNA 

(CARTER, RODRIGUEZ; BARD, 1989; LABUDA et al., 1999; LIU et al., 1999; LIU et 

al., 2002; NAVARRO et al., 2003; ITO et al., 2005; IHMELS et al., 2005; 

HERNÁNDEZ-SANTOS, GONZALÉS-GARCIA; COSTA-GARCIA, 2005; LU et al., 

2004; 2002).  

 

6.2 Marcação Enzimática. 

Uma das técnicas mais utilizadas para o monitoramento da etapa de 

hibridização é a metodologia de marcação enzimática. Diversas estratégias têm sido 

utilizadas, baseando-se na marcação de uma sonda de DNA com uma enzima 

específica, que posteriormente pode ter sua atividade enzimática monitorada e 

associada ao material genético alvo. A literatura tem relatado o uso de enzimas do 

tipo glicose oxidase, fosfatase alcalina e, na maioria dos estudos, a enzima 

peroxidase. As atividades são avaliadas frente a um substrato específico, reação 

que pode ser mediada, sendo a resposta do mediador relacionada com a detecção 

analítica (IKEBUKURU, KOHIKI; SODE, 2002). A Figura 11 apresenta um esquema 



 

de monitoramento pelo método da marcação enzimática desenvolvido por PIVIDORI 

(2002). 

 
Figura 11. Esquema de uma determinação baseada no monitoramento do processo de 

hibridização via marcação enzimática com peroxidase. 
 

 

As peroxidases (EC 1.11.1.7) estão entre as enzimas mais utilizadas em 

estudos analíticos, devido ao seu mecanismo catalítico de ação já se encontrar 

bastante estudado na literatura. São de fácil aplicação e manuseio, possuindo um 

baixo custo quando comparadas com outras enzimas empregadas para os mesmo 

propósitos.  São metaloenzimas do tipo oxiredutases, catalisando diferentes reações 

oxidativas para uma variedade de substratos, podendo utilizar, por exemplo, o 

peróxido de hidrogênio como receptor de elétrons (redução de H2O2 para água). As 

peroxidases são de fácil obtenção e apresentam reações de conjugação já 

dominadas pela biologia molecular, o que permite a sua conjugação tanto no formato 

direto simples, quanto no composto, ou seja, a mais de uma molécula. Ela apresenta 

ainda uma forte afinidade com seus substratos, além de elevada atividade a ser 

monitorada. A enzima apresenta estabilidade em pH entre 5.0 e 9.0, sendo a faixa 



 

ótima de trabalho para a HRP, por exemplo, está entre 6.0 a 7.5, com atividade 

próxima de 84% (DUNFORD, 1999; HERMANSON, 1996). 

 

7 NOVOS MATERIAIS PARA CONSTRUÇÃO DE BIOSSENSORES. 

Nas últimas décadas, a literatura tem relatado diversas propostas de 

renovações aplicadas na área de sensores modificados com material biológico. Além 

dos eletrodos do tipo convencional, uma gama de micro eletrodos, eletrodos 

impressos, dentre outros, têm sido empregados como ferramentas promissoras na 

construção de biossensores aplicados em investigações eletroquímicas (MARQUES 

et al., 2004; PEREIRA et al., 2006). A busca de novos suportes visa ampliar as 

possibilidades de emprego de distintos materiais na construção destes sensores 

específicos, objetivando minimizar problemas básicos, como a renovação de 

superfície, por exemplo, bem como maximizar as potencialidades de imobilização de 

biomoléculas e as suas distribuições espaciais sobre as superfícies modificadas. A 

aplicação em análise de campo também é um dos objetivos buscados por estes 

novos sensores específicos.  Materiais híbridos e em escala nanométrica vem sendo 

utilizados na construção de biossensores eletroquímicos, com resultados muito 

interessantes em termos de versatilidade e detecção analítica (HE; TOH, 2006). 

Entende-se por nano materias aqueles que compreendem materiais de 

tamanho menor que 100 nm, apresentando uma ou mais dimensões (partículas, pós, 

tubos ou fios) (NALWA, 2002). No que compete à tecnologia dos biossensores de 

DNA a aplicação de materiais em escala nanométrica vem contribuindo com o 

avanço desta tecnologia de detecção analítica (HUANG; CHOI, 2007). Nano 

partículas de ouro podem ser conjugadas com moléculas fluorescentes, aumentando 

a sensibilidade da detecção de sensores ópticos, por exemplo. Estas partículas de 

ouro podem ser conjugadas com o próprio material genético investigativo e ainda 

serem conjugadas com elementos indicadores, como o ferroceno. Esta proposta de 

aliar estas partículas com compostos metálicos pode ser de  grande valia quando se 

faz uso de métodos de stripping, por exemplo. O uso da ligação com tiol também 

torna a proposta da construção de biossensores com nano partículas de ouro uma 

técnica promissora. Sílicas dopadas com complexos metálicos podem ser utilizadas 

como indicadores do processo de hibridização (HE; TOH, 2006). 

A descoberta dos nano tubos de carbono tem sido considerada a abertura 

de uma nova fronteira na química e na física do carbono e sua aplicação na 



 

construção de biossensores vem somar consideravelmente no desenvolvimento 

desta área, principalmente devido às diversas possibilidades de funcionalização, que 

tornam este material bastante atrativo e versátil (HERBST et al., 2004; LI; 

THOSTENSON; CHOU, 2008). Uma modificação simples aplicada a eletrodos pode 

ser efetuada, por exemplo, pela incorporação de um pequeno volume de uma 

dispersão de nano tubos de carbono a um eletrodo de carbono vítreo. A 

possibilidade de acoplamento de indicadores redox a estes tubos vem sendo 

aplicada, com ganho na etapa eletrocatalítica de determinações eletroquímicas. 

Outra técnica descrita é a confecção de materiais hídridos, como a combinação dos 

nano tubos com polímeros condutores, que aliam características tais como: 

estabilidade, reprodutibilidade, maior números de sítios ativos, forte aderência e 

homogeneidade (AGUÍ, YÁÑEZ-SEDEÑO; PINGARRON, 2008). Uma aplicação 

importante está na construção de biossensores enzimáticos que fazem uso do 

monitoramento direto da transferência eletrônica entre o sítio catalítico da enzima e o 

suporte eletródico, abrindo a possibilidade de preparo de biossensores sem 

mediadores (KATZ; WILLNER, 2004). Também podem ser utilizados para ampliar o 

sinal de detecção direta dos processos de oxidação da guanina em genossensores 

eletroanalíticos baseados no monitoramento direto do processo de hibridização 

(TROJANOWICZ, 2006).  

Uma classe específica de nano partículas de grande interesse para a classe 

de biossensores são os chamados quantum dots (QDs), que são partículas semi 

condutoras tridimensionais confinadas em uma estrutura de 1 a 10 nm. São 

constituídos basicamente de clusters cristalinos em um número que vai de centenas 

a milhões de átomos. Este material pode agregar moléculas como a avidina ou 

distintos alcanotiolados, que podem servir de ancoramento para imobilização de 

inúmeras biomoléculas. Apresentam flexibilidade e cinética de associação rápida, 

tendo vantagens na construção de sensores que vão de aumento da sensibilidade a 

altas taxas de reação para multi ensaios, como no caso dos imunossensores 

(MERKOCÇI et al., 2005). 

Considerando os novos materiais aplicados, devem-se destacar as micro 

esferas, também conhecidas como beads, que são partículas com diâmetro de 10 a 

400 µm, muito utilizadas em ensaios de detecção em fluxo, combinando as 

vantagens da química em fase sólida com a atual micro fluídica. Podem ser 

materiais condutores, como partículas de grafite, ou não, como o vidro. São 



 

passíveis de funcionalização, podendo ser suporte para variadas imobilizações de 

biomoléculas (MERKOÇI et al., 2005; WANG et al., 2003). 

  

7.1 Eletrodos Compósitos. 

A literatura relata o uso de transdutores rígidos na construção de 

biossensores eletroquímicos, denominados eletrodos compósitos, que constituem 

eletrodos confeccionados a partir da mistura de resina epóxi com material condutor, 

como o pó de grafite, por exemplo. Este material fica disperso na matriz polimérica, 

ou agrupado em zonas do material. Cada componente individual mantém sua 

própria natureza, enquanto que o compósito final apresenta qualidades químicas, 

mecânicas e físicas diferentes de ambos os materiais componentes. A rigidez do 

material implica em vantagens físico-mecânicas e aumenta a robustez do material. 

Com o material eletródico disperso em uma superfície polimérica, este pode se 

comportar como um arranjo de micro eletrodos, agregando fenômenos de superfície 

mais ricos quando comparado com eletrodos de superfície contínua (CÉSPEDES, 

MARTÍNEZ-FÀBREGAS; ALEGRET, 1996).  

Este tipo de eletrodo têm sido aplicado na construção de genossensor 

eletroanalítico para a detecção de distintos analitos. A sua aplicação tem sido 

relacionada ao uso do monitoramento da atividade de enzimas, como a HRP, como 

indicadores do processo de hibridização (PIVIDORI, MERKOÇI; ALEGRET, 2000; 

2001; CASTAÑEDA et al., 2007; LERMO et al., 2007; 2008; PIVIDORI et al., 2007). 

Um outro tipo bem característico de eletrodo compósito rígido é o eletrodo 

magnético, que na verdade é uma variação do anteriormente citado. Faz uso de um 

imã inserido no corpo de eletrodo. Este é utilizado em conjunto com a técnica das 

micro partículas magnéticas. Em uma primeira etapa, utilizam-se partículas 

magnéticas modificadas com moléculas de interesse, como a estreptavidina, por 

exemplo. Estas partículas magnéticas possuem tamanho característico (2,8 µm) e 

podem servir de suporte para imobilizar o material biológico (DNA biotinilado). 

Posteriormente, todos os processos de hibridização, bloqueio e lavagem ocorrem em 

solução, sobre a superfície das partículas e, por fim, o eletrodo magnético é 

colocado em contato com as mesmas, que são atraídas pelo imã interno. O eletrodo 

é então transferido para a solução trabalho e a etapa eletroquímica é efetuada. Este 

tipo de metodologia aumenta a área superficial de trabalho, aumentando assim, o 



 

sinal analítico e diminuindo os limites de detecção (ERDEM et al., 2006; ZACO et al., 

2007; LERMO, 2007). 

 

7.2 CDtrodos. 

Nos últimos dez anos, um novo tipo de sensor eletroanalítico foi 

desenvolvido pelos grupos de pesquisa dos Professores Ívano Gutz e Lúcio Angnes, 

ambos do Instituto de Química da USP de São Paulo. Este sensor é baseado no uso 

de CDs compactos graváveis para a construção de eletrodos (ANGNES et al., 2000; 

RICHTER et al., 2003). A idéia inicial partiu da informação de que estes CDs 

possuem em sua constituição uma fina camada metálica de ouro ou prata, de alta 

pureza e uniformidade, depositada por sputtering, a qual geralmente possui uma 

espessura de 50 a 100 nm e área total da ordem de 100 cm2. Os eletrodos 

confeccionados a partir desses materiais foram denominados de CDtrodos, 

possuindo comportamento eletroquímico semelhante aos eletrodos convencionais, 

com performances compatíveis, apresentando superior versatilidade, facilidade de 

obtenção, boa repetibilidade e um custo bem mais baixo. Estes foram inicialmente 

aplicados em estudos de quantificações de mercúrio, cobre e ácido ascórbico, por 

técnicas eletroanalíticas convencionais (RICHTER et al., 2000; RICHTER et al., 

2001; MUÑOZ; MATOS; ANGNES, 2001a, 2001b; RICHTER; PEDROTTI; ANGNES, 

2003). 

A confecção dos CDtrodos de ouro, por exemplo, consiste inicialmente na 

rápida remoção das camadas poliméricas da superfície do CD, pela ação de ácido 

nítrico concentrado, o que dá acesso à camada metálica, seguido de lavagem com 

água destilada e secagem da superfície com nitrogênio gasoso. Posteriormente, 

mascaras de tonner são prensadas, a uma temperatura de aproximadamente 100 

ºC, na superfície do CD, delimitando assim a área de trabalho, região não coberta do 

CD. Recobre-se com esmalte e encaixa-se o contato elétrico (fio comum) com 

auxílio de fita de teflon. Um esquema ilustrativo é apresentado na Figura 12. 



 

 
Figura 12: Esquema ilustrativo da confecção de CDtrodos: I) área recortada do CD; II) 

máscara de tonner prensada à superfície do CD; III) contato elétrico revestido 
com fita de teflon. 

 

 

Estes CDtrodos apresentam a possibilidade de serem modificados com tio-

compostos, empregando a técnica de SAM, possibilitando a ancoragem de DNA 

sobre a superfície do transdutor modificado, permitindo a confecção de eletrodos 

descartáveis para  análises de materiais biológicos.  

 

8 JUSTIFICATIVA 

A hepatite C é uma infecção virótica praticamente assintomática que pode 

ser tornar grave e levar a morte, portanto é importante destacar a necessidade do 

diagnóstico precoce da doença nas primeiras etapas de desenvolvimento, visando 

as devidas medidas de tratamento. Considerando-se que as terapias atuais são 

poucos eficazes, associando-se a este fato a inexistência de uma vacina e que há 

uma enorme escassez de dados referente à doença no Brasil, são de fundamental 

importância estudos que possam contribuir com a rápida detecção da doença no 

organismo humano. Dentre estes estudos, a construção de genossensores para 

diagnóstico de viremia vem alcançando dados satisfatórios e promissores, fazendo 

uso da atual microtecnologia e da biologia molecular. Este estudo de tese de 

doutorado vem colaborar com esta premissa, desenvolvendo um genossensor para 

a detecção de HCV sobre suportes eletródicos alternativos, avaliando processos de 



 

imobilização de DNA e de monitoramento da etapa de hibridização, sendo aplicado 

em amostras reais de soro sanguíneo. 

 

9 OBJETIVO GERAL 

Desenvolver um genossensor amperométrico para detecção do c-DNA do 

vírus da hepatite C, com base na imobilização de DNA pelo método de 

monocamadas auto montadas em eletrodo de ouro e avaliação do monitoramento do 

processo de hibridização via oxidação da guanina e por interação com compostos 

indicadores eletroanalíticos. 

 

10 Objetivos Específicos 
 

i) Construção e caracterização de CDtrodos de ouro.  

ii) Avaliação da molécula de modificação do eletrodo, bem como a 

avaliação desta modificação; 

iii) Estudos de viabilidade de imobilização de biomoléculas sobre o 

eletrodo modificado; 

iv) Estudos de caracterização eletroquímica e espectrofotométrica dos  

indicadores eletroativos; 

v) Avaliação eletroanalítica e espectrofotométrica do DNA; 

vi) Estudos de interação do DNA com compostos indicadores; 

vii) Estudos referentes aos processos redox da guanina; 

viii) Aplicação do(s) indicador(es) escolhido(s), na construção do 

genossensor; 

ix) Avaliação da viabilidade dos genossensores em padrões; 

x) Aplicação em amostras reais. 

 

Complementando os objetivos específicos da referida tese, buscando 

intercâmbio internacional e conseqüente aprimoramento profissional foi efetuado um 

estágio de doutoramento sanduíche de seis meses na Universidade Autônoma de 

Barcelona-UAB, com o conceituado grupo de pesquisa do Prof Dr Salvador Alegret, 

sob a supervisão da Profa Dra Maria Isabel Pividori.  

 

 



 

11 EXPERIMENTAL 

11.1 Equipamentos 

As medidas eletroquímicas foram efetuadas empregando-se sistemas de 

potenciostato/galvanostato µAUTOLAB tipo III, interfaciado a um computador, em 

um sistema convencional de três eletrodos mergulhados em uma célula de 10 mL de 

volume máximo, com medidas efetuadas a temperatura ambiente. Como eletrodos 

de trabalhos, foram utilizados eletrodo de ouro convencional, de área geométrica 

0,0078 cm 2 e eletrodos de CDs graváveis de ouro. O eletrodo de referência constou 

de um eletrodo de prata, cloreto de prata, saturado em KCl (Ag/AgClsat) e o contra-

eletrodo, um fio de platina. A célula eletroquímica foi colocada em uma gaiola de 

Faraday, com 25 x 20 x 20 cm, construída com placas de circuito impresso, 

conectada a um sistema de terra próprio para o equipamento.  

As medidas espectrofotométricas foram efetuadas com espectrofotômetro 

Hewlett Packard-8453, interfaciado a um computador, empregando cubetas de 

quartzo de 1 cm de caminho óptico cada, com 3000, 400 e 50 µL de volumes. Para 

obtenção de micrografias de varredura eletrônica foi utilizado o equipamento scanning 

electron microscope (SEM) JEOL-JSM-T330. Para estudos de microscopia de 

fluorescência foi utilizado um equipamento da marca Leica MZ FLIII fluorescence 

stereomicroscope. Para etapas de limpeza em ultra-som, utilizou-se um equipamento 

de marca Iunic, modelo USC-700. Empregou-se o sistema Milli-Q Ultra Pure Water 

System da marca Millipore, para a obtenção de água ultrapura. Para etapas de 

tratamento quimiométrico de dados foi utilizado o programa MINITAB statistical 

software release 13.1. 

 

11.2 Reagentes 

Conjugado enzima horseradish peroxidase (EC 1.11.1.7) biotinilada tipo VI-

A, estreptavidina, albumina de soro bovino (BSA), ácido cítrico 

(HOC(COOH)(CH2COOH)2), ácido 3-mercaptopropiônico (HSCH2CH2CO2H), DNA 

de Calf Thymus (D1501), guanosina 5´ monofosfato disódio (C10H12N5Na2O8P), azul 

de meldola (C16H18ClN3S.3H2O) e detergente tween 20 foram obtidos da Sigma–

Aldrich. Fosfato de potássio monobásico (NaH2PO4), fosfato de potássio dibásico 

(Na2HPO4), citrato de sódio (HOC(COONa)(CH2COONa)2.2H2O), cloreto de sódio 

(NaCl) e ácido sulfúrico (H2SO4) foram de marca pela Mallinckrodt. Peróxido de 

hidrogênio (H2O2), acetato de sódio (CH3COONa), hidróxido de sódio (NaOH), etanol 



 

absoluto (CH3CH2OH) e ftalato de potássio (C8H5KOH4) foram fornecidos pela 

Merck. Ferricianeto de potássio (K2Fe(CN)6]), ácido acético (CH3COOH) da Synth. 1-

etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida (C8H17N3) foi obtido da Fluka. Ácido nítrico 

(HNO3), ácido perclórico (HClO4), azul de metileno (C18H15ClN2O), obtido pela Acros. 

Complexos de cobre Cu(NO3)2(NN)2 e Cu(NO3)2(en)2 fornecido pelo grupo de 

pesquisa do Prof Dr Antônio Eduardo Mauro, do Departamento de Química 

Inorgânica do IQ-UNESP de Araraquara. Oligonucleotídeos 5’-biotinilados de 18-mer 

(VHC 1: biotina-CGC TCA ATG CCT GGA GAT), foram fornecidos pela Life 

Technology, Gaithersburg, MD, USA. Sondas de oligonucleotídeos de HCV tipo 1,  18 

mer, (5’ CGC TCA ATG CCT GGA GAT) e complementar, sonda de captura tiolada 

(5´SH-CTG GAG ATT TGG GCG TGC-3’) e com fluoresceína (5´SH-CTG GAG ATT 

TGG GCG TGC-FLU) foram obtidas da Bioneer. Alumina para polimento 

metalográfico (0,05µ) da Arotec.  

As soluções tamponantes foram preparadas com água ultrapura e estocadas 

em geladeira, a 4 ºC, por no máximo 15 dias. As soluções de oligonucleotideos 

foram armazenadas a - 20º C. 

 

12 METODOLOGIA 

12.1 Eletrodos de Trabalho Utilizados. 

O superfície de ouro  foi selecionada como substrato eletródico para a 

construção dos eletrodos de trabalho, sendo empregados dois tipos distintos: o 

eletrodo de ouro convencional e eletrodos confeccionados a partir de CDs graváveis 

de ouro. O eletrodo de ouro convencional foi utilizado no sentido de se obter dados 

comparativos com os eletrodos construídos com CDs, em etapas de trabalho em que 

esta comparação se julgou relevante. 

A limpeza do eletrodo foi efetuada seguindo procedimentos descritos na 

literatura por Mendes et al (2004). O eletrodo foi inicialmente polido com alumina 

0,05 µm em suspensão, sendo lavado com água destilada. Posteriormente foi 

submetido a ultrasom, por cinco minutos, em frasco contendo etanol absoluto, sendo 

novamente lavado com água destilada. Este foi então, colocado em contato com 

solução piranha (7:3 v/v de H2SO4/H2O2) por dez minutos, sendo novamente lavado 

com água destilada. O eletrodo mecanicamente limpo foi então ciclado em solução 

0,5 mol L-1 de H2SO4, entre os potenciais de 0,0 e + 1,5 V, em velocidade de 



 

varredura de 100 mV s-1 (vs Ag/AgCl saturado em KCl), até obtenção de 

comportamento estável do voltamograma (aproximadamente 30 ciclos). 

Para a construção dos CDtrodos de ouro foram adquiridas duas marcas de 

CDs graváveis, sendo: Mitsuo Archive Gold CD-R 100 ®, comprados diretamente do 

fabricante e MAM-A Inkjet ®, gentilmente cedidos pelo Prof Dr. Lúcio Anges. Os 

eletrodos foram construídos de acordo com os seguintes procedimentos: 

primeiramente, a remoção da camada de policarbonato da superfície do CD foi 

efetuada pela ação de ácido nítrico concentrado, gotejado sobre a mesma, em 

capela. Esta remoção deu acesso direto à camada metálica de ouro. Logo em 

seguida, o excesso de ácido foi retirado com água destilada e a superfície do CD foi 

seca com nitrogênio gasoso. Posteriormente, a área de trabalho foi delimitada sobre 

esta superfície e o contato elétrico (fio elétrico comum ou lâmina de cobre) foi 

conectado ao CD, com auxílio de fita de teflon. Uma capa fina de parafilme foi 

enrolada sobre esta fita. 

Dois tipos de CDtrodos foram construídos, sendo estas construções distintas 

na etapa de delimitação da área de trabalho. Para o primeiro,  a área de trabalho foi 

delimitada por mascaras de tonner desenhadas em computador e posteriormente 

impressas com impressoras laser, em folhas de papel parafinado e posteriormente 

prensadas, a uma temperatura de aproximadamente 100 ºC, sobre a superfície do 

CD. A área não recoberta pela máscara determinou a superfície eletródica de 

trabalho. As bordas do CDtrodo foram recobertas com esmalte. Este procedimento 

foi anteriormente esquematizado na Figura 12. O segundo tipo foi desenvolvido pelo 

grupo de pesquisa em biossensores do Instituto de Química da UNESP de 

Araraquara. A delimitação da área foi efetuada com fita costumeiramente utilizada 

em ensaios de galvanoplastia. Com auxílio de um perfurador de rolhas foi feito um 

orifício fita, o qual, depois de colocada sobre o CD, delimitou a área de trabalho do 

eletrodo. A Figura 13 representa um esquema ilustrativo da construção do CDtrodo. 

 



 

 
Figura 13. Esquema ilustrativo da confecção de CDtrodo de ouro com uso de fita de 

galvanoplastia. 
. 
 

Para a limpeza e ativação da superfície de ouro dos CDtrodos foram 

efetuadas ciclagens sucessivas em solução 0,5 mol L-1 de H2SO4, no intervalo de 

potencial entre 0,0 e + 1,5 V, em velocidade de varredura igual a 100 mV s-1 (vs 

Ag/AgCl saturado em KCl). Para as etapas de caracterização dos eletrodos de 

trabalho foram efetuados ensaios pelas técnicas eletroanalíticas de voltametria 

cíclica, bem como pela metodologia de microscopia de varredura eletrônica, 

objetivando analisar a estrutura de superfície eletródicas.  

 

12.2 Procedimentos de Imobilização Propostos. 

Conforme comentado na fundamentação teórica da tese (ítem 5.2), a 

superfície de ouro é suscetível aos processos de formação de monocamadas auto 

montadas de moléculas tioladas. Partindo desta premissa, esta metodologia de 

trabalho foi proposta para a modificação da superfície do eletrodo. Dois tipos de 

monocamadas foram inicialmente sugeridas, sendo: uma SAM clássica, com uso de 

um modificador e posterior ligação de material biológico sobre a mesma e uma SAM 

construída com material biológico previamente modificado com tiol em uma das 

extremidades.  

Para a etapa clássica, a molécula de ácido mercaptopropiônico (MPA) foi 

selecionada como molécula base para os estudos de construção da SAM. O MPA 

têm sido avaliado em diversos trabalhos com SAM, sendo uma alternativa viável 

para imobilização de moléculas biológicas em substratos de ouro. Possui uma 

estrutura contendo três carbonos, tendo a molécula de tiol em uma das 

extremidades e um grupo carboxila na outra, sendo este grupo passível de formação 

de ligação amida com moléculas de interesse. Desta forma, o tiol é responsável pela 



 

interação do MPA com a superfície de ouro, enquanto que a carboxila se encarrega 

da ligação com a biomolécula, efetuando assim uma imobilização que é descrita 

como eficiente, estável, organizada e orientada, o que é fundamental quando se 

estudam biomoléculas que necessitam interagir com uma molécula alvo, visto que o 

sítio de ligação se disponibiliza de maneira reprodutiva para toda a camada biológica 

imobilizada (BIEBRICHER et al, 2004). Inicialmente foram efetuados ensaios de 

caracterização eletroanalítica do MPA em solução, empregando-se voltametria 

cíclica e voltametria de pulso diferencial, objetivando avaliar os processos de oxi-

redução do mesmo sobre a superfície de ouro. Estes ensaios forneceram dados 

iniciais para o pré-entendimento da estabilidade da monocamada. Posteriormente, 

foram propostos os estudos de construção da monocamada, em que se buscou 

definir as variáveis: tempo de preparo, concentração do reagente modificador e 

solvente apropriado. A viabilidade da monocamada em imobilizar moléculas 

biológicas foi avaliada pela imobilização da molécula estreptavidina (STA) sobre a 

mesma e posterior ligação do conjugado enzima HRP-biotina, seguido do 

monitoramento da atividade enzimática da peroxidase. Em uma segunda etapa, foi 

estudada a construção da monocamada via molécula de oligonucleotídeo modificado 

com tiol em uma das extremidades. Da mesma forma, ensaios de concentração e 

tempo de preparo foram efetuados para determinar as condições otimizadas. A 

monocamada assim construída foi avaliada via microscopia de fluorescência. Os 

dados foram comparados e a metodologia de modificação do eletrodo foi 

selecionada. 

 

12.3 Estudos de Caracterização e Interação DNA-Compostos Indicadores 

Eletroativos. 

Dentro dos objetivos propostos neste trabalho consta a avaliação de 

moléculas passíveis de efetuar o processo de interação com o DNA de fita dupla. 

Para tanto foram selecionados quatro compostos a serem estudados, sendo: dois 

complexos metálicos e dois compostos corantes. Os complexos, baseados em cobre 

como centro metálico, foram sintetizados pelo grupo do Prof. Dr. Antonio Eduardo 

Mauro, do IQ-UNESP, sendo o Cu(NO3)2(NN)2 e o Cu(NO3)2(en)2. As moléculas de 

azul de metileno e azul de meldola foram selecionadas como compostos corantes, 

sendo baratos e de fácil obtenção. Para estudos iniciais, o DNA Calf Thymus foi 

selecionado como fonte de material genético a ser estudado. Inicialmente, o 



 

comportamento espectrofotométrico dos compostos em estudo foi avaliado, sendo 

posteriormente, efetuados estudos eletroquímicos. Após as etapas de caracterização 

foram então realizados os estudos de interação entre o DNA nativo e degradado e 

as referidas moléculas, pelas técnicas anteriormente citadas. 

 

12.4 Avaliação Eletroanalítica da Oxidação da Guanina. 

Para efetuar o estudo relativo ao comportamento eletródico da guanina em 

solução foi utilizada a molécula de guanosina, que se caracteriza como um 

monômero de DNA que contém a base citada. O objetivo inicial foi avaliar o 

comportamento eletroquímico da guanosina, visando o entendimento do 

comportamento da guanina, visto que, embora as estruturas destas duas moléculas 

se diferenciem, os processos oxidativos referentes às duas moléculas residem no 

mesmo ponto estrutural, que é o nitrogênio da posição 7 da base. 

 

12.5 Construção e Aplicação dos Genossensores. 

Depois de otimizadas as etapas do procedimento de imobilização e possível 

método de monitoramento do processo de hibridização, os genossensores foram 

avaliados empregando-se padrões de oligonucleotídeos e em amostras reais. Estas 

amostras amplificadas foram obtidas a partir de rotina laboratorial, sendo fornecidas 

inicialmente pelo núcleo de atendimento a comunidade, da Faculdade de Ciências 

Farmacêuticas da UNESP de Araraquara e posteriormente pelo Laboratório do 

Grupo de Estudos das Hepatites da Faculdade de Ciências Médicas da UNICAMP. 

 

12.6 Estágio de Doutorado Sanduíche. 

No referido estágio foram efetuados estudos de treinamento de construção 

de eletrodos compósitos, bem como atividades de detecção analítica com a 

metodologia de partículas magnéticas. Foi proposto um novo eletrodo compósito 

baseado em grafite e nano partículas de ouro, que foi utilizado para detecção de 

bactérias. Os dados relativos a esta etapa de trabalho não estão descritos nesta 

tese, porém, o artigo resultante deste referido estágio encontra-se em apêndice. 

 



 

13 RESULTADOS 

13.1 Estudos Iniciais de Caracterização do CDtrodo. 

Inicialmente, a técnica de micrografia de varredura eletrônica foi definida 

para investigar a superfície de ouro dos CDs graváveis. O CD foi atacado com ácido 

nítrico, para retirada das camadas poliméricas, como descrito anteriormente. Uma 

área de 2 cm2 foi delimitada por corte com tesoura e o CD assim constituído foi 

analisado. O CD de ouro, na qual a avaliação foi efetuada, foi o de marca Mitsui®. 

Observa-se, pela Figura 14, as raias bem definidas da região delimitada do CD, 

onde as informações digitais são gravadas. Estas raias apresentam, no geral, 0,1 

µm de profundidade, com 0,4 µm de largura interna, sendo 1,3 µm de largura da 

parte superior da raia. As micrografias demonstraram que a superfície do CD 

apresentou-se bem ordenada. 

 

    

Figura 14. Micrografia de varredura eletrônica da superfície do CD de ouro. A) aumento de 
2 mil vezes, B) aumento de 5 mil vezes. 

 
 

Uma vez investigada a topografia da superfície, as etapas de construção do 

CDtrodo foram iniciadas. A confecção de eletrodos, a partir de CDs graváveis, no 

geral, foi simples e rápida, de fácil aprendizado. Deve-se tomar cuidado para evitar o 

contato das mãos com a superfície do material, visto que as moléculas de gordura 

contidas na pele podem sujar a superfície de trabalho.  Comparando-se os dois tipos 

de CDtrodos empregados neste trabalho, o CDtrodo construído com fita de 

galvanoplastia apresentou-se de preparo mais rápido quando comparado com o 

construído com máscaras de tonner, justamente por esta máscara necessitar de 

A B 



 

auxílio de impressora e prensa, com temperatura e pressão controlados e tempo 

definido, o que não se fez necessário com o CDtrodo de fita.  

                 

Figura 15. CDtrodos confeccionados pela técnica de A) máscara prensada e por B) fita de 
galvanoplastia.  

 
 

A fita de galvanoplastia também se torna adequada para estudos efetuados 

em meio contendo álcool, visto que, para os CDtrodos de tonners, a máscara foi 

parcialmente retirada neste meio, modificando a área de trabalho do eletrodo, 

inviabilizando os estudos. A etapa de limpeza proposta, com uso de ácido sulfúrico 

foi eficiente, ativando a superfície de ouro. Uma etapa de 15 ciclos consecutivos, na 

faixa de potencial de 0,0 a + 1,5 V foi suficiente para que os respectivos 

voltamogramas apresentassem comportamento repetitivo. A Figura 16 apresenta o  

15 º ciclo de um processo de limpeza de um determinado CDtrodo preparado, com 

características representativas de um eletrodo de ouro em meio ácido sulfúrico 

descrito na literatura, ou seja, picos relativos aos processos de formação e remoção 

de óxidos sobre a superfície de ouro (CAMPUZANO; PEDRERO; MONTEMAYOR, 

2006). 
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Figura 16. Voltamograma cíclico para CDtrodo de ouro em meio de ácido sulfúrico 0,5 mol 

L-1, após 15 ciclos. v = 100 mV s-1. 

 

A partir da construção e limpeza eficientes do eletrodo de trabalho, buscou-

se caracterizar o mesmo frente a um composto padrão, objetivando verificar os 

processos oxidativos do mesmo sobre o material eletródico. Para tanto, fez-se uso 

de uma solução de K4Fe(CN)6. A Figura 17 apresentra o comportamento 

voltamétrico sobre o CDtrodo de ouro em solução de ácido sulfúrico. Observa-se o 

par redox característico aos processos de oxidação e redução do composto. A razão 

de pico apresentada (Ipa/Ipc) para o sistema foi de 0,99, sendo um valor próximo a 

unidade e a diferença obtida entre os valores relativos aos potenciais de oxidação e 

redução foi de 77 mV, indicando processos reversíveis sobre a superfície do 

eletrodo. Posteriormente, foi efetuado um estudo de variação da velocidade de 

varredura. Observa-se uma excelente relação de linearidade da dependência da 

corrente de pico para com a raiz quadrada da velocidade de varredura, o que 

evidencia transporte de massa governado por difusão.  
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Figura 17. A) Voltametria cíclica em CDtrodo. K4Fe(CN)6 1 mmol L-1 em tampão fosfato pH 

7,3. B) Relação de linearidade entre a corrente de pico anódica e catódica para 
com a raiz quadrada da velocidade de varredura. 

 
 

Observou-se então que os CD apresentaram-se como excelente plataforma 

para a construção de eletrodos de ouro, visto que o seu comportamento 

eletroquímico foi semelhante aos eletrodos de ouro convencionais. Para esta 

primeira etapa de caracterização, os dois tipos de CDtrodos estudados 

apresentaram os mesmos resultados, indicando que as diferenças efetuadas na 

construção dos eletrodos não afetaram o desempenho dos mesmos, em termos de 

reprodutibilidade frente aos processos eletroquímicos efetuados na superfície de 

ouro do CD. 

 

13.2 Caracterização Eletroquímica da Monocamada de MPA 

Inicialmente os estudos de caracterização do comportamento eletroquímico 

do composto MPA foram efetuados com eletrodo de ouro convencional. A técnica de 

voltametria cíclica foi primeiramente empregada. Voltamogramas cíclicos foram 

obtidos em meio de tampão fosfato, pH 7,2. Pela Figura 18 observam-se já no 

primeiro ciclo voltamétrico, dois picos de oxidação do composto, sendo o primeiro 

em + 0,72  e o segundo em + 0,89 V. Quando a varredura reversa foi efetuada um 

pico de redução foi observado a potenciais próximos de + 0,60 V. Para a segunda 

varredura, o primeiro pico de oxidação anteriormente pronunciado não mais foi 

formado e apenas o segundo pico é apresentado. Para varreduras subseqüentes, o 

comportamento evidenciado foi o mesmo obtido para a segunda varredura, apenas 

com menores valores de intensidade de correntes de pico. 
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Figura 18. Voltamogramas cíclicos em eletrodo de ouro convencional. Solução 0,03 mol L-1 

de ácido mercaptopropiônico em meio de tampão fosfato pH 7,2. 

 

 
Estes picos relativos ao MPA foram observados em regiões de potencial  

muito próximas da oxidação do ouro. Para melhor estudar a oxidação do MPA foram 

selecionados cinco tampões usualmente empregados em sistemas de detecções 

biológicas, buscando aquele que melhor separasse esse processos oxidativos 

citados. Soluções tampão acetato, citrato, citrato-fosfato, fosfato e ftalato-hidróxido 

de sódio foram selecionados. Todos foram preparados a partir de seus sais, 

segundo protocolos descritos em Methods in enzymology (COLOWICK; KAPLAN, 

1955), sendo avaliados em pH 5,7, valor coincidente entre os cinco tampões 

biológicos, visando minimizar o efeito de diferentes valores de pH no sinal 

eletroanalítico. O eletrodo de ouro foi então mergulhado em solução tampão e o 

sinal eletroquímico foi registrado entre os valores de 0,0  a  + 1,2 V.  

A Figura 19 apresenta o comportamento voltamétrico dos tampões 

selecionados frente ao eletrodo de ouro. Observa-se que a solução tampão citrato-

fosfato desloca a região de formação de óxidos para potenciais mais positivos (+ 0,9 

V) quando comparado com as demais soluções. Os tampões apresentaram dois 

picos característicos, sendo um de pequena intensidade de corrente na região de 

potencial próxima a  + 0,2 V, que pode ser atribuído à oxidação do Au metálico para 

Au (I) e o segundo pico em regiões que variaram de potenciais de  + 0,7 a + 0,9 V, 

de acordo com o tampão especificado. Este segundo pico, de maior intensidade, é 



 

relativo ao processo de oxidação do Au (I) para Au (II), formando óxidos mais 

estáveis.  
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Figura 19. Voltametria de pulso diferencial. Avaliação do comportamento do eletrodo de 

ouro convencional nas soluções tampão pH 5,7. Acetato, citrato, citrato-fosfato, 
fosfato e fitalato-hidróxido de sódio. v = 10 mV s-1, amplitude de pulso = 25 mV. 

 

 

O passo seguinte foi avaliar o comportamento de soluções tampão de 

citrato-fosfato em diferentes valores de pH, sendo estudada a faixa de 5,0 a 7,0, 

visto que a literatura cita que as monocamadas com MPA são estáveis nesta faixa 

de pH. A valores de pH mais ácidos, a formação de óxidos na superfície do eletrodo 

é deslocada para potenciais mais positivos, enquanto que em valores de pH mais 

básicos, a formação predomina em potenciais menos positivos. De acordo com o 

comportamento demonstrado na Figura 20, o pH em torno de 6,0 foi o escolhido 

para se iniciar os estudos com o eletrodo de ouro. 
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Figura 20. Voltamagras de pulso diferencial. Eletrodo de ouro em solução tampão citrato-

fosfato, em diferentes valores de pH. v = 10 mV s-1, amplitude de pulso = 25 
mV. 

 
 

Segundo Mendes et al. (2004), a baixos valores de pH, a transferência 

eletrônica aumenta nas monocamadas de ácido mercaptopropiônico em ouro, 

devido a total protonação do grupamento carboxílico terminal, a valores mais 

elevados, facilita-se a desprotonação do terminal, carregando o mesmo, 

negativamente, podendo então, oferecer repulsão para espécies em solução, 

dificultando a transferência eletrônica. A faixa de pH ótima para se trabalhar com o 

MPA então, pode ser considerada entre 6,0 e 8,0.  

 

13.2.1 Modificação com MPA 

O processo de adsorção da monocamada de alcanotiol pode ser 

considerado uma adição oxidativa da ligação enxofre-hidrogênio para a superfície do 

ouro, seguida de eliminação redutiva do hidrogênio. Quando a superfície está limpa, 

o próton provavelmente termina como uma molécula de H2 (ULMAN, 1996). 

 

R-S-H  +  Aun
0 →  R-S-Au+ Aun

0  +  ½ H2 

 

De acordo com a literatura, o uso de etanol leva a formação de uma 

monocamada bem mais definida e conseqüentemente mais organizada, sendo a 

superfície modificada de forma mais uniforme, minimizando a formação dos 



 

chamados “buracos” e "ilhas" (FREIRE et al,  2003). Por este motivo, os estudos 

iniciais de modificação com MPA foram efetuados em meio alcoólico. Buscando 

definir as condições de tempo de preparo da monocamada e quantidade de álcool 

na solução trabalho, efetuou-se estudo quimiométrico de planejamento fatorial 2 2. 

Foram selecionados os tempos de 2 e 16 horas, bem como 25 e 75% de álcool na 

solução, como valores máximos e mínimos a serem trabalhados. O eletrodo de ouro 

convencional foi modificado com monocamada de MPA (10 mmol L-1), adicionando-

se o mesmo em solução trabalho pelo tempo pré-estabelecido. Depois de 

modificado, o eletrodo foi lavado com água destilada e em seguida avaliado pela 

técnica de voltametria cíclica, em solução de K4Fe(CN)6 (1 mmol L-1). A resposta 

analisada foi em termos de razão de pico e de  diferença de potencial de pico. A 

Tabela 1 apresenta os valores de resposta obtidos para o estudo de planejamento 

experimental. 

 

 
Tabela 1: Dados do planejamento fatorial. Valores de resposta para planejamento fatorial 22. 

Ensaio Etanol  (%) Tempo  (h) ∆∆∆∆Ep  (mV) Ipa/Ipc 

A1 + + 125 0,91 
A2 - - 111 0,85 
A3 + - 110 0,92 
A4 - + 92 0,95 

 

  

Os sinais positivos indicam os níveis altos (maiores valores) e os sinais 

negativos, os níveis baixos (menores valores) avaliados. A análise dos valores de 

resposta é facilitada pelos gráficos do pareto e pelo gráfico dos efeitos principais.  
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Figura 21. A) Gráfico do Pareto e B) dos efeitos principais entre tempo de incubação e 
quantidade de etanol. Resposta relativa à razão de pico. 

 

O gráfico do Pareto (Figura 21A) indica que o tempo de preparo da 

monocamada e a interação entre este tempo e a quantidade de etanol são os efeitos 

mais importantes. Considerando-se a diferença de potencial de pico, os efeitos 

principais são: a porcentagem de etanol e a interação entre o tempo e esta 

porcentagem, como demonstrado na Figura 22. O gráfico dos efeitos principais para 

a resposta baseada na diferença de potencial de pico indica que a porcentagem de 

etanol influencia mais que o tempo de preparo da monocamada, comportamento 

contrário ao apresentado para a razão de pico. 
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Figura 22 . A) Gráfico de Pareto e B) dos efeitos principais entre tempo de incubação e 
quantidade de etanol. Resposta relativa à diferença de potencial de pico. 

 

 

Comparando-se os gráficos relativos as duas respostas (∆Ep, Ipa/Ipc), os 

efeitos são mais pronunciados para a diferença de potenciais de pico. As superfícies 

de respostas para os dois parâmetros são apresentadas na Figura 23. Comparando-

se estes resultados com os gráficos de pareto e dos efeitos principais, pode-se dizer 
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que um tempo maior de preparo da monocamada, associado a uma baixa 

concentração de álcool, no meio de preparo, podem levar, tanto a um baixo valor de 

diferença de potenciais de pico, quanto a um valor mais próximo da unidade, para o 

parâmetro razão de corrente de pico. Esta condição de trabalho indicou que, 

possivelmente, a transferência eletrônica sobre a superfície de ouro modificada pelo 

MPA não estaria sendo alterada. A literatura relata que o tempo de 2 h de incubação 

do eletrodo de ouro com a solução contendo o ácido mercaptopropiônico é suficiente 

para a formação da monocamada, porém, um tempo maior, em torno de 16h se faz 

necessário para o rearranjo e auto organização da monocamada (FREIRE; 

PESSOA; KUBOTA, 2003). 

 

 
Figura 23. Superfícies de resposta: A) razão de pico e B) diferença de potencial de pico. 

Valores obtidos para porcentagem de etanol (25 e 75%) e tempo de preparo da 
monocamada de ácido mercaptopropiônico (2 e 16h). 

 

 

Após estes estudos, outra modificação da superfície do eletrodo 

convencional foi efetuada. O eletrodo limpo foi imerso em 150 µL de solução 

etanólica (25% v/v) de MPA na concentração definida de 10 mmol L-1, a temperatura 

ambiente, por 16 h (overnight). Posteriormente foi lavado com etanol, para remoção 

de excesso de moléculas fisicamente adsorvidas. Depois de efetuada a modificação, 

o eletrodo foi avaliado pela técnica de voltametria de pulso diferencial frente à 

solução tampão citrato-fosfato pH 6.0. Voltamogramas de pulso diferencial foram 

traçados entre os potenciais de 0,0 e + 1,2 V, objetivando avaliar a estabilidade da 

mono camada auto montada na superfície do eletrodo.  



 

A Figura 24 apresenta o voltamograma de pulso diferencial do eletrodo de 

ouro modificado com MPA em tampão. Observa-se um pico de oxidação em 

aproximadamente  + 0,70 V. Campuzano et al. (2006) sugerem que este pico esteja 

relacionado à oxidação da monocamada de MPA presente na superfície do eletrodo 

indicando que a intensidade de corrente de pico decresce com sucessivas 

varreduras, o que evidencia um processo de desinstabilidade irreversível, resultando 

na remoção da monocamada da superfície do eletrodo. Este comportamento 

também foi observado no presente estudo. 
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Figura 24. Voltamograma de pulso diferencial. Eletrodo de ouro convencional modificado 

com ácido mercaptopropiônico em solução tampão citrato-fosfato pH 6.0. v =10 
mV s-1, amplitude de pulso = 25 mV. 

 
 
13.2.2 Monocamada de MPA sobre o CDtrodo. 

Para completar os estudos anteriormente efetuados para a superfície do 

eletrodo convencional foi proposta uma avaliação microscópica da superfície de ouro 

do CD modificado com monocamada de ácido mercaptopropiônico. A superfície 

delimitada (2 cm2) foi modificada com MPA (10 mmol L-1, 16 h). Dois tipos foram 

utilizados, sendo o primeiro modificado em solução contendo 25% e o segundo, 75% 

de etanol. As micrografias foram então efetuadas e estão apresentadas na Figura 

25. Estas aqui apresentadas diferem das anteriormente mostradas na Figura 14. 

Estas diferenças podem indicar que o ouro foi modificado de forma significativa com 

a monocamada de MPA. Pode-se observar que, quando os CDs foram modificados 

por distintas soluções etanólicas, evidenciaram distintas micrografias, ou seja, 



 

diferentes superfícies, o que corrobora com a proposta da influencia da quantidade 

de etanol no meio modificador. 

      
Figura 25. Micrografia de varredura eletrônica da superfície do CD de ouro modificado com 

monocamada de ácido mercaptopropiônico. Aumento de 5 mil vezes. A) 75% de 
etanol, B) 25% de etanol. 

 

Partindo deste princípio, o uso de álcool na solução de preparo da 

monocamada parece realmente distribuir de maneira uniforme as moléculas de MPA 

sobre a superfície de ouro e a associação do tempo de preparo com a quantidade de 

álcool em solução pode levar a diferenças nas estruturas da monocamada. No 

período em que esta etapa de trabalho estava sendo realizada, a confecção dos 

CDtrodos foi efetuada a partir da metodologia das máscaras de tonner, ou seja, 

material susceptível ao ataque alcoólico, o que acarretaria em perda da máscara e 

conseqüente variação da área de trabalho delimitada. Com isto, os ensaios iniciais 

de modificação sobre o CD, aqui apresentados, foram efetuados em meio aquoso. O 

CDtrodo foi modificado com o MPA, por gotejamento da solução trabalho na 

superfície ativa do eletrodo, nas mesmas condições de concentração e tempo 

trabalhadas anteriormente para o eletrodo convencional, a temperatura ambiente. 

Foi efetuada em seguida uma análise do comportamento da monocamada sobre a 

superfície do CDtrodo, em meio de tampão citrato-fosfato pH 6,0, por voltametria de 

pulso diferencial. De acordo com a Figura 26, pode se perceber um comportamento 

semelhante ao demonstrado pela monocamada de MPA na superfície de ouro 

convencional, com pico anódico na região de  + 0,70 V, relativo à oxidação da 

monocamada de MPA. 
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Figura 26. Voltamograma de pulso diferencial em solução tampão citrato-fosfato pH 6,0. (—) 

CDtrodo de ouro. (—) CDtrodo modificado com ácido mercaptopropiônico.  
V = 10 mV s-1, amplitude de pulso = 25 mV. 

 
 

A Figura 27 apresentam voltamogramas cíclicos do CDtrodo modificado com 

MPA, em solução tampão citrato-fosfato pH 6.0. O gráfico apresentou pico relativo à 

oxidação da monocamada em valores próximos  + 0,70 V, concordante com os 

dados obtidos anteriormente e para a varredura seguinte, esse pico não foi 

detectado, indicando que a oxidação da monocamada é um processo irreversível, 

como citado anteriormente. 
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Figura 27. Voltamograma cíclico em tampão citrato-fosfato pH 6.0. CDtrodo de ouro 

modificado com ácido mercapropropiônico. (—) primeira varredura, (—) 
segunda varredura. 
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13.2.3 Estudo da Área de Cobertura. 

Uma vez caracterizada a monocamada de MPA sobre a superfície de ouro, 

buscou-se efetuar um estudo para avaliar o grau de cobertura desta monocamada, 

ou seja, quanto da superfície de ouro o MPA poderia estar recobrindo. Uma 

cobertura eficiente é estabelecida pelo compromisso entre a concentração do 

modificador, o tempo de preparo da monocamada e o solvente utilizado para este 

propósito. Campuzano et al. (2006) estudaram o grau de cobertura de 

monocamadas de MPA empregando voltametria cíclica. Foi evidenciado um pico 

característico da monocamada em potenciais próximos de + 1,0 V, em meio de ácido 

sulfúrico. A porcentagem de cobertura foi calculada em 40%, para um tempo de 15 h 

de modificação em meio contendo 24% de álcool etílico. Porém, seus dados, quando 

efetuados estudos de espectroscopia de impedância eletroquímica, indicaram um 

grau de 90% de cobertura. 

A informação da quantidade de material sobre o eletrodo é de suma 

importância para a investigação, visto que a superfície modificada não deve ser 

totalmente recoberta pela monocamada, quando se pensa em estudos para 

construção de biossensores, pois esta modificação excessiva pode até passivar a 

superfície do eletrodo. Partindo destas informações, buscou-se neste estudo um 

tempo menor de preparo da monocamada, objetivando a modificação parcial da 

superfície do ouro. 

O CDtrodo limpo foi  então modificado como segue: ao CDtrodo, adicionou-

se 50 µL de solução 10 mmol L-1 de ácido mercaptopropiônico e o conjunto foi 

deixado em repouso por 2h, a temperatura ambiente. Posteriormente o eletrodo foi 

lavado com água destilada. A técnica de voltametria cíclica foi então utilizada para 

avaliar o grau de cobertura. Primeiramente o CDtrodo limpo foi mergulhado em 

solução de H2SO4 0,5 mol L-1, previamente deaerada (nitrogênio, 5 min) e os 

voltamogramas cíclicos foram então registrados nestas condições. O CDtrodo foi 

então lavado e posteriormente modificado como descrito anteriormente, sendo 

assim, novamente avaliado pela técnica de voltametria cíclica em meio de ácido 

sulfúrico.  

A Figura 28 apresenta os voltamogramas cíclicos em meio de ácido 

sulfúrico, relativos ao CDtrodo limpo e modificado com MPA. Observa-se, para 

ambos, voltamogramas com comportamentos característicos de eletrodos de ouro 



 

em meio de ácido sulfúrico, com picos anódicos relativos à região de formação dos 

óxidos de ouro (acima de + 0,90 V) e picos catódicos relativos à redução desta 

camada de óxidos, em torno de + 0,70 V. É possível observar que o voltamograma 

do CDtrodo modificado com MPA apresentou-se com picos menores que os relativos 

ao eletrodo sem modificação. Isto se deve por conta da monocamada aderida à 

superfície de ouro, que ocupou uma área específica da superfície do CD, o que 

levou então, a uma menor formação de óxidos, por conta de uma menor área agora 

disponível para estes processos. 
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Figura 28. Voltamogramas cíclicos em meio de ácido sulfúrico 0,5 mol L-1, traçado com (—)  
CDtrodo e  (—) CDtrodo/MPA. 

 

A quantidade de material depositado nesta superfície de ouro pode ser 

estimada pela razão entre a corrente de pico, relativo ao processo de redução dos 

óxidos formados, antes e após a modificação (CAMPUZANO et al., 2006). A 

integração desta corrente obtida fornece os dados de tempo do processo eletródico 

descrito e para estas condições, estes dados fornecem a carga antes e após a 

modificação da superfície. A razão entre estas pode fornecer a quantidade de 

material depositado na modificação da superfície. O presente estudo evidenciou 

uma estimativa em torno de 35% de cobertura da superfície do CDtrodo pelo ácido 

mercaptopropiônico. 

O processo voltamétrico efetuado para determinar o grau de cobertura 

implica em ciclos que podem estar deteriorando parte da monocamada, então, 

possivelmente este dado para a cobertura com MPA pode estar subestimado, 



 

podendo chegar a valores em torno de 50%. Para estudos que fazem uso da técnica 

de monocamadas como ponte de ligação para moléculas biológicas sobre superfície 

de ouro, este grau de cobertura aqui obtido foi considerado satisfatório, visto que a 

total modificação pode implicar na inativação da superfície eletródica. 

 

13.2.4 Estudo da Viabilidade da Monocamada para Imobilização de Biomoléculas.  

Uma vez que a modificação na superfície de ouro foi caracterizada, 

objetivou-se avaliar a capacidade desta monocamada de MPA em imobilizar 

moléculas biológicas. Efetuou-se, então, um estudo com a enzima peroxidase 

imobilizada sobre o ouro do CD. Esta enzima vem sendo bastante estudada na 

literatura, para a construção de biossensores e o grupo de eletroanalítica do instituto 

de química da UNESP de Araraquara também vem aplicando a enzima em suas 

atividades de pesquisa. Estudos apresentados na literatura relatam a imobilização 

de enzimas sobre monocamadas, porém, embora esta monocamada seja 

organizada, isto não indica necessariamente que a enzima seja imobilizada sempre 

com a mesma orientação do sítio ativo, visto que a ligação amida formada entre o 

MPA e a enzima se dá por conta dos resíduos de aminoácidos em sua estrutura, que 

por sua vez estão dispostos por toda a superfície espacial da molécula. Partindo 

deste princípio, buscou-se a metodologia de ligação covalente entre biotina e 

avidina, já comentada anteriormente na revisão bibliográfica (ítem 5.1). Além de ser 

uma técnica bem difundida na literatura, também vem sendo estudada pelo grupo de 

eletroanalítica do IQ/UNESP (PIVIDORI; MERKOÇI; ALEGRET, 2000; KURAMITZ et 

al., 2003; WILLIAMS, 2003, RICCARDI et al., 2006).  

Pretendeu-se abordar uma metodologia de imobilização via formação de 

monocamada de MPA, acoplando-se moléculas de estreptavidina sobre a 

monocamada, objetivando-se ligar posteriormente o conjugado molecular 

peroxidase-biotinilada. Esta proposta pode viabilizar uma imobilização mais 

orientada do sítio ativo da enzima, visto que a ligação entre a estreptavidina e a 

biotina ocorre também, de forma orientada (Figura 29)(BIEBRICHER, 2004). O 

monitoramento da atividade enzimática via substratos, como o peróxido de 

hidrogênio, pode ser efetuado, o que pode auxiliar no entendimento do processo de 

imobilização proposto. Uma vez que o comportamento desta enzima já está bem 



 

estabelecido na literatura, esta imobilização pode evidenciar se a mesma pode ser 

viável para a ligação de material genético sobre a superfície do eletrodo de ouro. 

 

 Figura 29. Esquema estrutural de imobilização da enzima HRP, via métodologia (����) 
esteptavidina (�) biotina, sobre monocamada auto organizada de ácido 
mercaptopropiônico. 

 
 
 

A modificação foi efetuada com MPA 10 mmol L-1 em solução aquosa, por 

gotejamento sobre a superfície eletroativa do CDtrodo. Esta solução foi deixada em 

contato com o ouro por 2 horas, a temperatura ambiente. Posteriormente, foi 

efetuada a ligação da STA na monocamada, fazendo uso de carbodiimida (EDC), 

reagente específico para ativação de grupos funcionais. Foi adicionada solução de 

STA (0,1 mg mL–1), contendo 6 mmol L-1 de EDC, na superfície do CD/MPA. O 

conjunto foi deixado em repouso por uma hora, a 4 ºC. Logo após, sobre o CDtrodo 

previamente modificado foi adicionada solução de HRP biotinilada, na concentração 

de 132 U/eletrodo e deixado em repouso durante 30 min, a 4 ºC. Entre todas as 

etapas de modificação do eletrodo foram efetuadas lavagens com solução tampão 

fosfato pH 7,0, objetivando-se retirar excesso de material  adsorvido do meio.  

A Figura 30 compara o comportamento do CDtrodo sem modificação com o 

modificado com HRP, em solução tampão fosfato pH 7,0, em presença de peróxido 

de hidrogênio, na faixa de potencial entre - 0,20 a + 0,50 V. Observa-se uma 

mudança no comportamento voltamétrico após a imobilização da HRP, pela 

presença de picos relativos a processos redox, sendo Epa= + 0,21 V e Epc = + 0,10 

V, o que sugere que a modificação foi efetuada de forma adequada, visto que o 

mesmo sinal não foi inicialmente apresentado para o CDtrodo ou para o 

CDtrodo/MPA. De acordo com a literatura, quando imobilizada, a HRP pode efetuar 
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a transferência direta de elétrons com o eletrodo, através do mecanismo entre o 

centro ativo da enzima e o substrato doador de elétrons ao qual ela está imobilizada. 

O eletrodo substitui o substrato doador de elétrons em um ciclo comum da reação do 

peróxido. Enzimas imobilizadas no eletrodo podem ser oxidadas pelo peróxido e 

então reduzidas por elétrons provenientes do eletrodo (FREIRE et al., 2003). 
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Figura 30. Voltamogramas cíclicos em solução tampão fosfato pH 7,0, traçado com (—)  

CDtrodo limpo  e com (—) CDtrodo modificado com HRP em presença de 
peróxido de hidrogênio.  

 

 

O mecanismo reacional geral de detecção eletroanalítica do H2O2 em 

eletrodos modificados com HRP pode ser descrito por duas reações, sendo: 

HRP(Fe3+) + H2O2 →  E1 + H2O 

E1 + 2e− + 2H+ →  HRP(Fe3+) + H2O 

       HRP (Fe3+) denota o estado de oxidação inicial da HRP imobilizada na 

superfície do eletrodo. E1 é o composto intermediário que representa a enzima no 

estado de oxidação + 5. A primeira reação envolve transferência de dois elétrons do 

grupo prostético ferriheme da HRP pelo H2O2. A segunda reação representa a 

transferência eletrônica entre o eletrodo e a forma oxidada da HRP. No entanto, em 

geral, a transferência eletrônica direta entre materiais eletródicos comuns e esta 

enzima é um processo lento, sendo a transferência eletrônica mediada é mais 

eficiente na redução bioeletrocatalítica de peróxido em eletrodos modificados com 



 

HRP. Desta forma, um ensaio mediado foi proposto, sendo utilizado o ácido 5-

aminosalicílico (5-ASA) como mediador. Este tem sido amplamente estudado pelo 

grupo de pesquisa em biossensores do IQ UNESP de Araraquara, sendo a redução 

do complexo formado entre o sítio catalítico da enzima e o mediador, o princípio do 

processo de monitoramento na reação em estudo (ESHKENAZI et al., 2000; 

ULIANA, 2009). O eletrodo foi modificado com citado anteriormente e o 

monitoramento da concentração de peróxido foi efetuado pela técnica de 

amperometria a potencial constante, sendo este potencial de -0,050 V (ULIANA, 

2009). A Figura 31 apresenta a curva analítica para a variação da concentração de 

peróxido de hidrogênio. Observa-se uma linearidade de sinal de corrente com 

relação ao aumento da concentração de peróxido no meio contendo o mediador 5-

ASA (concentração fixa em 0,005 mol L-1). 
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Figura 31. Curva analítica para o monitoramento da concentração de peróxido de 

hidrogênio em CDtrodo modificado com enzima HRP, utilizando-se o ácido 5-
aminosalicílico como mediador eletroanalítico. 

 
 

O procedimento de imobilização da enzima HRP proposto pela formação de 

monocamadas de ácido mercaptopropiônico evidenciou que a enzima foi 

satisfatoriamente imobilizada de forma orientada sobre a superfície do CDtrodo de 

ouro, mantendo sua atividade catalítica, de acordo com os dados obtidos para as 

medidas de transferência eletrônica direta e mediada. Assim, evidencia-se que esta 

metodologia de imobilização pode ser aplicada para a imobilização de sondas 

específicas de DNA biotinilado  sobre a superfície de ouro do CDtrodo. 



 

13.3 Estudos Iniciais com Sonda de HCV Tiolada. 

Esta etapa de trabalho objetivou avaliar o uso de sondas de 

oligonucleotídeos modificadas com grupamentos tióis para a construção de 

monocamadas de oligonucleotídeos sobre a superfície do eletrodo de ouro. Para 

tanto, foi adquirida uma sonda de seqüência específica do vírus da hepatite C do 

genótipo 1, modificada por uma molécula de hexanotiol (HS-5’ CGC TCA ATG CCT 

GGA GAT 3'). Inicialmente buscou-se estimar e avaliar o grau de cobertura da 

superfície pela monocamada proposta. O estudo foi baseado na variação de 

voltamogramas cíclicos obtidos em solução K4Fe(CN)6, antes e após a modificação 

com a monocamada de oligotiol. Esta modificação foi efetuada gotejando-se solução 

de oligotiol (em concentração definida) sobre a área de trabalho do eletrodo. Este 

eletrodo foi então colocado em conjunto de placas de Petri, em tempos 

determinados. Etapas de lavagem foram efetuadas com tampão fosfato pH 7,2, por 3 

min sob agitação constante. O objetivo do estudo foi avaliar a porcentagem de 

cobertura da superfície de ouro a partir dos dados de concentração da sonda e o 

tempo de preparo da monocamada. As concentrações de 0,5 e 1,0 µmol L-1 de HS-

DNA HCV 1 e os tempos de 30, 60, 90 e 120 min foram definidos para os estudos 

iniciais  A porcentagem de cobertura da superfície foi obtida pela razão entre a área 

do segundo voltamograma (após modificação - A2)  e a área do primeiro 

voltamograma obtido (antes da modificação - A1), de acordo com a fórmula a seguir:  

 

 

Cobertura (%) = [(A2/A1) -1]x100 

 

A Figura 32 apresenta o gráfico dos voltamogramas cíclicos para a modificação 

com 0,5 µmol L-1 de HS-DNA HCV 1 e o tempo de 30 min, no qual foi obtido o valor 

de 32% de cobertura. O gráfico de barras apresentado na Figura 33 compara os 

resultados obtidos para o estudo, nos tempos e concentrações avaliadas. 
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Figura 32. Voltamogramas cíclicos para K4Fe(CN)6 em ouro, (—) antes e (—) após a 

modificação com monocamada de HS-DNA HCV 1 (0,5 µmol L-1, 30 min). 

 
 

No geral, foram observadas  duas condições características a serem 

consideradas: i) para valores menores de tempo, os graus de cobertura da 

superfície, tanto para a concentração de 1,0 quanto para 0,5 µmol L-1 foram 

aproximados, indicando que as concentrações trabalhadas não foram fatores 

determinantes na porcentagem de área coberta. Pode-se enfatizar que a 

porcentagem de cobertura não apresentou dependência com a concentração do 

oligonucleotideo para o tempo de 30 min de modificação. ii) Para valores de tempo 

maiores, a concentração tornou-se um parâmetro muito importante para definir o 

grau de cobertura da superfície de ouro. Tanto para 90, quanto para 120 min, as 

modificações levaram a valores de 86% de cobertura. Uma porcentagem de 

cobertura em torno de 30 a 40 % tem sido considerada boa para a construção de 

monocamadas em biossensores eletroanalíticos, visto que uma cobertura de grau 

maior, como a de 85%, por exemplo, pode ser fator limitante para a análise, no 

sentido de que esta modificação pode dificultar os processos faradáicos sobre a 

superfície do eletrodo de trabalho, bem como limitar os processos de hibridização da 

fita dupla, pelo impedimento estérico. Estas duas condições foram selecionadas para 

estudos futuros (Figura 33). 
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Figura 33. Porcentagem de cobertura da superfície de ouro em função do tempo e da 

concentração do modificador HS-DNA HCV 1. 

 

Para melhor entendimento da distribuição espacial das moléculas de oligotiol 

sobre a superfície do eletrodo foi proposta uma avaliação via investigação pela 

metodologia de microscopia de fluorescência, objetivando caracterizar a camada de 

material genético imobilizada sobre a mesma. Para tanto foi adquirida uma outra 

sonda tiolada, similar a trabalhada anteriormente, porém, com uma modificação na 

extremidade 3', que foi constituída de uma molécula de fluoresceina (FLU). A 

molécula de tiol, na extremidade 5' foi responsável pela adsorção do DNA no 

eletrodo enquanto a molécula de fluoresceína (3') foi excitada e seu sinal de 

fluorescência foi monitorado. O procedimento de imobilização foi efetuado em 

solução tampão fosfato, com 1,4 µmol L-1 de sonda, por duas horas a 42º C. Duas 

etapas de lavagem foram efetuadas, com tampão, por 10 min, a 42 º C. As Três 

condições específicas foram avaliadas, sendo: A) CD limpo, sem modificação, 

mergulhado em solução tampão, para controle; B) CD limpo, sem modificação, 

mergulhado em solução contendo somente fluoresceína, na concentração de 10,4 

mg L-1, para ensaio em branco e C) CD modificado com a sonda de trabalho. A 

Figura 34 apresenta as microscopias de fluorescência para as condições citadas. 

 



 

    
Figura 34. Microscopia de fluorescência das superfícies de ouro. A) CD em tampão fosfato, 

B) CD com fluoresceína e C) CD modificado com HS-oligo HCV-FLU. 

 
 

Para a condição do ensaio controle (A), nenhuma fluorescência foi obtida, 

indicando que o meio não influenciou no sinal analítico. Para o ensaio em branco 

(B), que foi efetuado em meio de fluoresceína, também nenhuma fluorescência foi 

obtida, o que indicou que as moléculas de fluoresceína não adsorveram sobre a 

superfície do CD. Por fim, para o ensaio com sonda de HS-oligo-FLU, foi observado 

uma distribuição de fluorescência por toda a superfície do CD, sugerindo que o 

ensaio foi eficiente para a modificação do CD com monocamada tiolada.  

O que se pode ressaltar é que pontos específicos, de maior intensidade 

fluorescente foram obtidos para o estudo, o que indica que pode estar havendo a 

formação das chamadas "ilhas", que podem se formar quando se efetuam estudos 

com monocamadas, por conta das forças de atração entre as moléculas 

modificadoras (Figura 35). Para evitar essa formação de ilhas, a solução trabalho 

empregada na qual o eletrodo é modificado pode conter uma porcentagem de álcool 

etílico, o que distribui de modo mais uniforme as moléculas pela superfície do 

eletrodo, como já observado em resultados anteriormente apresentados. Uma 

alternativa seria o uso dos chamados espaçadores, como o 11-mercapto-1-

undecanol (MCU), que também são moléculas tioladas, mas que tem por função 

ocupar os espaços entre o DNA tiolado, distribuindo melhor a monocamada de 

material genético. Estes, porém, também podem representar um aumento no grau 

de cobertura da superfície do CD (PEETERS et al., 2008). 



 

 
Figura 35. Sinal de fluorescência de sonda HS-oligo HCV-FLU sobre CD. Formação de 

aglomerados. 

 
 

Comparando-se esta etapa de construção da monocamada, com a etapa 

anterior efetivada com MPA, conclui-se que ambas as metodologias são eficazes 

para a modificação do eletrodo de CD de ouro. A etapa efetuada com HS-DNA 

corrobora com uma imobilização de material genético de forma mais eficiente, no 

sentido em que cada molécula que modificar a superfície do eletrodo conta com uma 

molécula de oligonucleotídeo, o que não fica evidente para a modificação com MPA, 

visto que nem toda molécula de MPA estará necessariamente ligada a uma de DNA, 

por exemplo, com isto, um gasto menor de reagente pode ser alcançado com a 

modificação por sondas tioladas. Deve-se enfatizar que se utiliza uma única 

molécula no processo, evitando perdas de material e minimizando interferentes, pelo 

fato da metodologia ser efetuada em uma única etapa.  

 

13.4 Estudo Eletroanalítico da Molécula de Guanosina. 

A guanina é uma das duas bases purinas presentes na estrutura básica dos 

ácidos nucléicos, sendo, do ponto de vista eletroquímico, a que apresenta menor 

valor de potencial de redox dentre as quatro bases nitrogenadas que compõe o DNA 

(STEENKEN, 1989). Devido a este fato, acredita-se que ela seja a chave para o 

entendimento dos processos de oxidação do DNA, por vários tipos de agentes 

oxidantes e radicais livres e seu estudo pode fornecer informações importantes à 

cerca dos mecanismos responsáveis pelos danos causados na molécula, bem como 

na localização específica deste dano. 



 

Uma das propostas iniciais de avaliação da confirmação do processo de 

hibridização sofrido pelo material genético imobilizado sobre a superfície do 

genossensor foi o monitoramento do sinal de oxidação da base nitrogenada guanina 

contida neste material. A intensidade de sinal de corrente relativa aos processos de 

oxidação da base guanina pode ser obtida de forma distinta para o DNA de fita 

simples em relação ao material de fita dupla (hibridizado), uma vez que estes 

materiais genéticos apresentariam também em quantidades diferentes  de bases,  

levando assim, a sinais eletroanalíticos também distintos. Esta diferença entre as 

intensidades de corrente pode ser utilizada para confirmar se o processo de 

hibridização ocorreu ou não ocorreu sobre a superfície eletródica, indicando, 

conseqüentemente, um sinal positivo/negativo, que pode ser utilizado para 

construção de biossensores de diagnóstico. Para esta etapa de investigação 

também se fez uso da molécula de guanosina monofosfato. 

 

13.4.1 Estudo da Guanosina em Solução 

A Figura 36 apresenta a fórmula estrutural da guanosina. A oxidação 

eletroquímica da guanosina leva à formação da 8-hidroxiguanosina e tem sido 

efetuada em diferentes superfícies eletródicas, sendo a de carbono a mais utilizada, 

nas formas de carbono/grafite, grafite pirolítico, carbono vítreo e pasta de carbono. 

Os processos oxidativos da molécula de guanosina, como para a guanina, são 

altamente dependentes da natureza do agente oxidante, bem como do material que 

constitui o eletrodo.  

 

Figura 36. Fórmula estrutural do ânion molecular guanosina monofosfato. 

 



 

A troca de carbono/grafite para eletrodos metálicos afeta os caminhos e a 

cinética de oxidação desta base nitrogenada, bem como os processos de adsorção 

nestas superfícies (FERAPONTOVA, 2004). Inicialmente, o CDtrodo foi limpo pelo 

protocolo estabelecido em etapas descritas anteriormente. Primeiro, objetivou-se 

uma avaliação do comportamento da guanosina em tampão fosfato. Como primeira 

etapa de avaliação foi efetuada uma varredura por voltametria cíclica, do CDtrodo 

limpo em solução de tampão fosfato pH 7,1, seguida da obtenção do voltamograma 

da guanosina em meio do mesmo eletrólito. Pela Figura 37 pode se observar os 

voltamogramas obtidos para o CDtrodo e para a guanosina. Constatou-se que o 

sinal de corrente relativo à oxidação da guanosina encontrou-se a valores próximos 

do potencial de + 1,0 V, como descrito na literatura. O pico apresentou-se de forma 

alargada, o que sugere complicações cinéticas no processo de oxidação da 

molécula. 
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Figura 37. Voltametria cíclica para CDtrodo de ouro. (—) Tampão fosfato pH 7,1 e (—) 

guanosina monofosfato 1,0 mmol L-1 em pH 7,1. 

 
 

Foi então avaliado o grau de adsorção da guanosina sobre a superfície de 

ouro, efetuando-se varredura cíclica com ferrocianeto de potássio, antes e após 

ciclagem em solução contendo guanosina. Como demonstrado na Figura 38, o 

comportamento eletroquímico do composto em estudo não foi alterado, apenas uma 

pequena variação no sinal de corrente catódica foi observada. 
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Figura 38. Voltametria cíclica em meio de tampão fosfato pH 7,2. Ferrocianeto de potássio 

1,5 mmol L-1, (—) antes e (—) após ciclagem em solução de guanosina 
monofosfato.  

 
 

Este resultado indica que os processos redox descritos pela molécula de 

guanosina, avaliados pela técnica de voltametria cíclica, não afetaram de forma 

considerável a superfície do eletrodo de ouro, no que diz respeito à inativação desta 

superfície, nas condições pré-determinadas. 

Considerando-se o fato de que se trabalha com seqüências curtas de 

oligonucleotídeos imobilizadas sobre a superfície do genossensor eletroquímico, 

este material genético é constituído de um número reduzido de moléculas de 

guanina, o que infere na necessidade de uso de uma técnica eletroquímica sensível 

para obtenção de baixos sinais de corrente. Partindo desta premissa, escolheu-se a 

técnica de voltametria de pulso diferencial para dar continuidade à investigação dos 

processos oxidativos da molécula de guanosina. Os procedimentos iniciais foram 

tomados, como anteriormente descritos, sendo primeiramente obtido o 

voltamograma de pulso diferencial para o eletrólito, seguido do voltamograma para a 

guanosina em eletrólito suporte. A Figura 39 apresenta os resultados, sendo o pico 

de oxidação da molécula de guanosina foi observado em potencial de + 1,1 V. É 

importante enfatizar que este pico foi observado entre dois picos de oxidação de 

ouro no referido eletrólito (tampão fosfato pH 7,1).  
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Figura 39. Voltametria de pulso diferencial em CDtrodo de ouro. (—) Tampão fosfato pH 7,1 

e (—) guanosina 0,01 mol L-1 em pH 7,1. v = 5 mV s-1. Amplitude de pulso = 50 
mV. 

 
 

Foi então construída uma curva analítica para a guanosina em pH 7,1. 

Observou-se uma excelente linearidade (R=0,999) entre o aumento da concentração 

e o aumento da corrente de pico anódica (Figura 40B). Um ensaio de repetitividade 

foi efetuado, com cinco replicatas, em nível baixo de concentração, descrito na curva 

analítica (0,17 x 10 -6 mol L-1). A média de sinal de corrente de pico obtida foi de 

0,552 µA, com desvio padrão de 0,015 µA. A partir destes dados foram calculados 

os limites de detecção e de quantificação, sendo de 10,0 x 10 -9 e 30,4 x 10 -9 mol L-

1, respectivamente, para a seguinte equação: I/µA = - 0,0179 + 

4,9317[guanosina/mmol L-1].  
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Figura 40. A) Curva analítica para a oxidação da guanosina sobre eletrodo de ouro. B) 

Região de linearidade. 



 

 
Como teste para investigar a detecção da base guanina em solução foi 

efetuada a avaliação da detecção desta base contida na molécula de DNA de fita 

dupla. Para esta etapa, o DNA Calt Thymus (ct-DNA) foi adquirido, por ser um tipo 

de DNA de cadeia muito longa, descrito na literatura e de preço mais acessível. Para 

o preparo do ct-DNA, uma porção de aproximadamente 0,010 g foi pesada em micro 

tubo do tipo eppendorf, sendo então diluída com água deionizada, em overnight. A 

concentração foi reavaliada por espectrofotometria UV-Vis, pelo sinal de absorbância 

a comprimento de onda de 258 nm. O voltamograma de pulso diferencial em tampão 

fosfato foi inicialmente obtido e posteriormente o DNA foi adicionado à célula de 

trabalho na concentração final de 30 µg mL-1 e o  voltamograma foi novamente 

obtido. Na Figura 41 estão apresentados os dois voltamogramas de pulso 

diferencial.  
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Figura 41. Voltamograma de pulso diferencial em CDtrodo de ouro. (—) Tampão fosfato pH 

7,1  e (—) DNA de Calf Thymus 30 µgmL-1, em pH 7,1. v = 5 mV s-1. Amplitude 
de pulso = 50 mV. 

 

Pode se observar que nenhum sinal de corrente de pico foi observado em 

valores de potencial próximos de +1,1 V, porém, um pico de oxidação foi registrado 

em potencial de + 0,680 V. Segundo a literatura, este pico pode ser relacionada à 8 

oxo-guanina (7,8-di-hidro-8-oxoguanina ou 8-oxoG), que é um intermediário da 

oxidação da guanosina (posição C 8) em processos de lesão oxidativa de DNA. 

Enfatiza-se que a oxidação desta molécula ocorre mais facilmente que a da própria 

guanina (OLIVEIRA BRETT; PIEDADE; SERRANO, 2000). Como o estudo foi 



 

efetuado com ensaios repetidos para o mesmo eletrodo, acredita-se que esta 

superfície tenha sido modificada com a guanina, por adsorção, que, pode ter sofrido 

processos de oxidação, porém, somente o produto gerado (8-oxoG) foi detectato. A 

partir da Figura 41 pode se evidenciar que este pico, que pode ser referente a  

8-oxoG, está sobrepondo o primeiro pico relativo à formação de óxidos de ouro, 

indicando que a intensidade de corrente não está unicamente relacionada à 

oxidação do intermediário. A Figura 42 apresenta a estrutura da 8-oxoG 

 

 
Figura 42. Fórmula estrutura da molécula de 8 oxoguanina. 

 
 

O mesmo estudo foi então efetuado para o DNA de Calf Thymus degradado, 

ou seja, uma solução contendo quantidade de bases nitrogenadas livres em solução. 

Inicialmente o DNA de Calf Thymus foi pesado e seguidamente sofreu um ataque 

com solução 0,5 mol L-1 de ácido perclórico, o que ocasiona a quebra das ligações 

do esqueleto açúcar-fosfato. A solução assim trabalhada foi neutralizada com NaOH 

9 mol L-1. Um sobrenadante escuro foi observado, sendo separado por 

centrifugação. Posteriormente o valor de pH foi ajustado. Para esta solução trabalho 

foi possível observar um pequeno sinal de pico de oxidação em potencial próximo de 

+ 1,1 V, relativos à oxidação da molécula de guanina (Figura 43). A metodologia de 

degradação do DNA pode ter sido muito agressiva e ter implicado em uma solução 

muito degradada, então, o baixo sinal obtido pode ter sido devido a presença de 

pouco material genético para oxidar, o que pode justificar o baixo sinal. Estudos 

posteriores indicaram, porém, que os valores de corrente de pico e de potenciais de 

pico não foram repetitivos.  
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Figura 43. Voltamograma de pulso diferencial em CDtrodo de ouro. Tampão fosfato pH 

7,1(—) e DNA de Calf Thymus degradado, em pH 7,1 (—). v = 5 mV s-1. Amplitude 
de pulso = 50 mV. 

 
 

Devido ao baixo sinal obtido, foi efetuada, então, uma investigação da 

oxidação da guanosina em potencial fixo, pela técnica de amperometria a potencial 

fixo, visando encontrar um sinal distinguível entre a guanosina e o eletrólito. Aplicou-

se um potencial de + 1,07 V, por 60 s, em célula contendo solução trabalho (tampão 

fosfato pH 7,1 ou guanosina em tampão fosfato). Os gráficos da Figura 44 

demonstram que o sinal obtido para a guanosina, em + 1,07 V foi de diferente 

intensidade com relação ao sinal obtido para o eletrólito. 
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Figura 44. Cronoamperogramas. Sinal de corrente em função do tempo para (—) solução 

de tampão fosfato pH 7,1 e (—) solução de guanosina monofosfato 6,67 mmol L-1. 
Potencial aplicado E = + 1,07 V, tempo de aplicação de potencial, t = 60 s.  

 
 

A partir destes dados, foi obtida uma curva analítica referente à 

concentração de guanosina e o sinal de corrente, em potencial fixo. A curva 

apresentou linearidade com R=0,997, porém, com um alto sinal de background 

(Figura 45). 
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Figura 45. Curva analítica para a oxidação da guanosina sobre eletrodo de ouro, obtida por 

amperometria a potencial fixo. 

 
 

 



 

Posteriormente, a técnica foi aplicada para detecção de sinal de DNA 

degradado (Figura 46). Um sinal distinto para o DNA foi obtido, porém, este mesmo 

sinal não foi reprodutivo e não se obteve linearidade para com o aumento da 

concentração da solução de DNA degradado, comportamento este já descrito 

anteriormente para a técnica de pulso diferencial.  
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Figura 46. Cronoamperogramas. Sinal de corrente em função do tempo para (—) solução 

de tampão fosfato pH 7,1 e (—) DNA de Calf Thymus degradado, em pH 7,1. 
Potencial aplicado E = + 1,07 V, tempo de aplicação de potencial,  t = 60 s.  

 

 

Os estudos eletroanalíticos empregados nesta referida etapa de análise 

evidenciaram que, embora a guanosina apresente comportamento oxi-redutivo 

semelhante ao da guanina, a análise de seus processos oxidativos não foi suficiente 

para delimitar uma metodologia de monitoramento da base guanina contida na 

estrutura do DNA. Este fato pode ser explicado por conta da guanina livre em 

solução não apresentar os mesmos impedimentos estéricos  e cinéticos da mesma 

base inserida na estrutura do DNA. Esta suposição corrobora com os dados aqui 

obtidos, como, os baixos sinais relativos às avaliações do DNA Calf Thymus, bem 

como a falta de repetitividade e linearidade encontrada nos dados analisados pelas 

metodologias eletroanalíticas aplicadas a este material genético, sobre superfície 

eletródica de ouro. 

 

 



 

13.4.2 Comportamento Eletroquímico dos Compostos Indicadores 

Os trabalhos de investigação do comportamento eletroquímico das 

moléculas passíveis de interagirem com o DNA nativo foram iniciados com os 

complexos de cobre. Soluções aquosas foram preparadas e os compostos foram 

avaliados pela técnica de voltametria cíclica, em meio de tampão fosfato pH 7,2. A 

Figura 47 apresenta os voltamogramas para os dois complexos de cobre em estudo. 
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Figura 47.  Voltamogramas cíclicos em CDtrodo de ouro: comportamento eletroquímico dos 

complexos (A) Cu(NO3)2(en)2 (0,88 mmol L-1) e (B) Cu(NO3)2(NN)2 (0,02 mol L-1) 
em solução tampão fosfato pH 7,2. 

 
 

Pode-se observar para os dois gráficos, comportamento voltamétrico 

semelhante para os dois compostos, apresentando um pico de oxidação definido, 

seguido de um possível "ombro". Para o composto Cu(NO3)2(en)2, denota-se um 

pico de oxidação em -0,04 V e dois picos de redução em + 0,11 e - 0,30 V. Para o 

outro complexo de cobre estudado, um pico de oxidação em + 0,07 V e dois de 

redução, em + 0,12 e - 0,32 V. Observa-se para os picos de redução, uma menor 

intensidade para o primeiro pico de varredura reversa, enquanto o segundo 

apresentou-se melhor pronunciado. Este comportamento foi demonstrado para 

ambos os complexos. Os dois compostos apresentaram caráter adsortivo sobre a 

superfície do eletrodo de ouro. Aplicando-se sucessivos ciclos, foi observado o 

aumento da intensidade de corrente a cada novo ciclo, porém, somente para o 

complexo Cu(NO3)2(NN)2 é que foi observado deslocamento do potencial de pico. O 

aumento de corrente de pico se estabilizou após vários ciclos subseqüentes, o que 

pode ser indicativo de processos de rápida adsorção do complexo na superfície do 



 

eletrodo, fator que pode evidenciar transferência de carga lenta. Para avaliação 

inicial deste processo de adsorção foi efetuado ensaio voltamétrico com K4Fe(CN)6 

em meio de tampão fosfato. O sinal foi medido antes e após os processos oxidativos 

do complexo de cobre sobre a superfície de ouro e o procedimento de lavagem foi 

efetuado com água destilada.  Para o complexo Cu(NO3)2(en)2 (Figura 48) pode se 

observar que a intensidade de corrente relativa ao ferrocianeto de potássio diminuiu 

após os processos redox sofridos pelo eletrodo, com um novo par redox denotado a 

regiões de potenciais negativos. Este par redox sugere que o complexo foi adsorvido 

sobre a superfície do eletrodo de ouro e mesmo após processos de lavagem com 

água destilada, não pode ser removido.  

-0,25 0,00 0,25 0,50

-4,0x10-5

-2,0x10-5

0,0

2,0x10-5

4,0x10-5

 E / V vs Ag/AgCl
sat

I /
 A

 

 

 
Figura 48.  Voltametria cíclica para CDtrodo de ouro em meio de tampão fosfato pH 7,3. 

K4Fe(CN)6
 1 mmol L-1, (—) antes e (—) após ciclagem com complexo 

Cu(NO3)2(en)2. 

 

 

Pela Figura 49, percebe-se que o complexo Cu(NO3)2(NN)2 também 

adsorveu sobre a superfície do eletrodo, apresentando par redox pronunciado e 

alterando o comportamento dos processos redox do ferrocianeto, que, no caso, não 

apresentou par redox definido. Possivelmente, este complexo interage com a 

superfície do eletrodo de maneira mais forte que o complexo anteriormente descrito, 

modificando a superfície do eletrodo. YANG et al. (2001) estudando a interação do 

cobre em eletrodos de ouro modificados com monocamadas de L-cisteína, pela 

técnica de voltametria adsortiva de redissolução, obteve pico anódico relativo à 

oxidação do cobre I a cobre II em potencial de 280 mV vs. Ag/AgCl. Os autores 



 

evidenciaram também fortes processos de adsorção do cobre sobre o eletrodo 

modificado. 
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Figura 49.  Voltametria cíclica para CDtrodo de ouro em meio de tampão fosfato pH 7,3. 

K4Fe(CN)6 1 mmol L-1, (—) antes e (—) após ciclagem com complexo 
Cu(NO3)2(NN)2. 

 
 

Seguidamente, foram iniciados os estudos dos comportamentos 

voltamétricos dos compostos corantes. O azul de meldola é um corante catiônico 

(C18H15ClN2O.xZnCl2) de massa molar 310.78 g/mol. O azul de metileno é um 

corante catiônico solúvel em água ou em álcool, de fórmula molecular (C16H18ClN3S) 

e massa molar 319.85 g/mol. A sua forma oxidada, que possui coloração azul, é 

facilmente reduzida à forma incolor, chamada de azul de leucometileno. As fórmulas 

estruturais estão apresentadas na Figura 50. 
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Figura 50. Fórmulas estruturais dos cátions A) azul de metileno e B) azul de meldola. 
 

 

A Figura 51 apresenta os voltamogramas cíclicos para os compostos azul de 

meldola (A), que apresentou pico anódico em – 0,06 V, com sinal de pico catódico 



 

em - 0,11 V, e para o azul de metileno (B), que apresentou pico anódico e catódico 

em – 0,15 e – 0,21 V, respectivamente. O azul de metileno apresentou melhor 

caráter reverssivo, com diferença entre os potenciais de pico foi de 61 mV e a razão 

de pico de aproximadamente 1. 
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Figura 51.  Voltamogramas cíclicos: comportamento dos corantes.  A) azul de meldola, 25 

mmol L-1. B) azul de metileno 5 µmol L-1. 

 
 

A diferença de comportamento entre os picos do voltamograma do azul de 

meldola denota um comportamento adsortivo sobre a superfície do eletrodo, que foi 

confirmado pelo estudo de velocidade de varredura, no qual, acima de 80 mV s-1, o 

sinal  de corrente de pico obtido foi praticamente o mesmo. Esta adsorção parece 

envenenar a superfície de ouro, pois quando foram aplicarados ciclos sucessivos, o 

sinal de corrente decaiu com o aumento do número de ciclos. O material adsorvido 

não foi totalmente removido por lavagem com água destilada. Ao serem aplicados 

ciclos sucessivos para a molécula de azul de metileno em solução trabalho, não foi 

observada variação no sinal de corrente para os respectivos voltamogramas.  

Para avaliar o grau de interação do azul de metileno com o ouro do CD, foi 

efetuado estudo com K4Fe(CN)6, como descrito anteriormente para os compostos 

estudados, ou seja, antes e após o estudo com azul de metileno. A Figura 52 

apresenta os voltamogramas referidos. Observa-se uma diminuição na intensidade 

de corrente após a medida efetuada depois da avaliação com o azul de metileno, 

com leve deslocamento de potenciais de pico catódico e anódico. Isto implica em 

perda de área eletródica, por suposta adsorção do composto. Esta adsorção foi 

facilmente removida com água destilada. Já para o azul de meldola, não foi 



 

observado deslocamento de potencial de pico anódico, apenas diminuição da 

corrente de pico. Enfatizar que o azul de metileno apresentou caráter adsortivo muito 

baixo quando comparado com o azul de meldola, visto que a adsorção sofrida pelo 

eletrodo de ouro em presença deste somente foi retirada por auxílio de solução 

alcoólica (20%). 
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Figura 52. Voltamogramas cíclicos em CDtrodo de ouro. K4Fe(CN)6 8 mmol L-1, (—) antes e 

(—) após ciclagem com  A) azul de metileno e B) azul de meldola. Meio de tampão 
fosfato pH 7,2. 

 
 

No geral, todos os compostos aqui avaliados apresentaram picos de 

oxidação possíveis de serem monitorados em estudos eletroanalíticos, em baixos 

valores de potenciais. Para a construção de genossensores de mono uso, que é o 

propósito deste estudo, não se faz necessário, em primeira mão, a regeneração 

deste componente, ou seja, que o mesmo apresente caráter reversível. Os 

compostos apresentaram adsorções sobre o ouro, porém, este fator não se faz 

limitante no presente trabalho, a menos que os processos de adsorção se façam 

presentes pelos simples contato com a superfície de ouro, visto que, na etapa em 

que o sensor se encontra mergulhado em solução contendo o composto indicador 

de interesse, não se efetuam medidas amperométricas. 

 

13.5 Etapa Eletroanalítica de Estudos DNA x Compostos Indicadores 

Depois de estabelecidos os comportamentos voltamétricos dos complexos 

metálicos e corantes, buscou-se efetuar estudos eletroanalíticos que investigassem 

as interações entre estes compostos e o DNA. Esta etapa de trabalho foi iniciada 



 

com o estudo dos corantes. Azul de metileno e azul de meldola foram avaliados via 

voltametria cíclica, em ausência e presença de DNA nativo na solução trabalho. De 

acordo com o a Figura 53, observou-se que os voltamogramas dos compostos em 

estudo foram alterados pela adição do material genético no meio.  
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Figura 53 . Voltamogramas cíclicos. A) azul de metileno 0,1 mmol L-1 e B) azul de meldola 

25 mmol L-1 em (—) ausência e  (—) presença de DNA Calf Thymus  
2,73 µg mL-1. Tampão fosfato pH 7,3. 

 
 

Para o azul de metileno, o comportamento voltamétrico apresentado foi 

aproximadamente o mesmo, porém com intensidade de corrente menor que a 

intensidade inicial, indicando que menor quantidade do corante esteve disponível 

para processos de oxidação, ou seja, que o DNA possivelmente interagiu com parte 

significativa do azul de metileno em solução. Para o azul de meldola, o 

voltamograma cíclico apresentou uma pequena alteração no comportamento, bem 

como decaimento do sinal de corrente. Posteriormente o mesmo ensaio foi efetuado 

para a adição de DNA em solução contendo complexos de cobre. De acordo com a 

Figura 54, o comportamento foi distinto do apresentado para os corantes. Para o 

gráfico da Figura 54A, apenas um leve incremento na corrente de pico catódica foi 

observado, porém, para a Figura 54B, observa-se um deslocamento de potencial de 

pico, tanto anódica quanto catódica, para o composto em estudo quando em 

presença de DNA em solução. 

Estes dados enfatizam a idéia da interação dos compostos aqui estudados 

com o DNA de Calf Thymus, presumindo um possível comportamento semelhante 

para quando se efetuasse a etapa com material genético específico de hepatite C. 
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Figura 54. Voltametria cíclica em meio de tampão fosfato pH 7,2. Sinal dos complexos A) 

Cu(NO3)2(en)2,  e B) Cu(NO3)2(NN)2 em (—) ausência e (—) presença de Calf 
Thymus DNA (2,86 µg mL). v = 50 mV s-1. 

  

 

13.6 Caracterização Espectrofotométrica dos Compostos Indicadores 

Eletroanalíticos. 

A partir dos dados obtidos inicialmente pelas técnicas voltamétricas de 

análise, partiu-se para uma avaliação analítica pela técnica de espectrofotometria 

UV-Vis, objetivando caracterizar os compostos estudados, bem como suas possíveis 

interações com o DNA. A Figura 55A apresenta o espectro do DNA nativo (duplo), 

em meio de tampão fosfato pH 7,0, na região de ultravioleta, indicando banda de 

absorção em 258 nm. Esta banda é relativa às bases nitrogenadas presentes na 

estrutura do DNA. O mesmo foi então avaliado segundo o grau de pureza, que pode 

ser obtido pela razão dos valores de absorbância nos comprimentos de onda 260 e 

280 nm. O valor encontrado para esta razão foi de 1,8 que é considerado um valor 

característico para DNA de fita dupla puro, sem contaminações por proteínas ou 

outros materiais (MANCHESTER, 1996). Em seguida foi traçada uma curva analítica 

em meio de tampão fosfato pH 7,2, a qual apresentou ótima linearidade de aumento 

da absorbância para com o aumento da concentração do DNA (Figura 55B).  
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Figura 55. Espectro de absorção na região de ultravioleta. A) (—) DNA de Calf Thymus (40 

µg mL-1) em (—) tampão fosfato pH 7,3. B) Curva analítica para DNA 
em comprimento de onda =  258 nm. Caminho óptico = 1 cm. 

 

Em seguida, os complexos metálicos foram solubilizados em água 

deionizada e os espectros de absorção foram obtidos. A Figura 56 apresenta os 

espectros para os mesmos. Os complexos Cu(NO3)2(en)2 e Cu(NO3)2(NN)2  

apresentaram bandas de absorção na região do visível em comprimentos de onda 

de 545 e 572 nm, respectivamente. Observou-se que essas bandas se 

apresentaram bastante largas, sendo a do complexo Cu(NO3)2(NN)2 a mais larga.  

300 450 600 750 900

0,00

0,25

0,50

0,75

1,00

A

λ / nm

 
 

 
Figura 56. Espectro de absorção dos complexos Cu(NO3)2(en)2 (—) e  Cu(NO3)2(NN)2 (—) 

em água destilada. Caminho óptico = 1 cm. Concentração = 0,01 mo L-1. 



 

Foram então obtidas curvas analíticas para os dois compostos, como 

descrito na Figura 57. As mesmas variaram linearmente para com o aumento da 

concentração do complexo em estudo, apresentando excelente linearidade. As 

bandas denotadas encontraram-se distante da região de absorção do DNA nativo, 

avaliado anteriormente, o que indicou a possibilidade do monitoramento 

espectrofotométrico de processos de interação que possam existir entre o DNA e o 

composto.  
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Figura 57. Curvas analíticas para os complexos: A) Cu(NO3)2(NN)2 e B) Cu(NO3)2(en)2. 
 
 
 

Seguindo de acordo com as etapas anteriores, os corantes azul de metileno 

e azul de meldola foram avaliados pela técnica de espectrofotometria. A Figura 58A 

apresenta o espectro de absorção do azul de metileno na região de comprimento de 

onda de 200 a 800 nm. É possível destacar três bandas, sendo: em 246 e 292 nm, 

relativas aos anéis aromáticos contidos na molécula e 665 nm, relativa ao cromóforo. 

Todas as três bandas foram monitoradas, para as quais obtidas curvas analíticas 

específicas, as quais apresentaram-se com ótima linearidade para com o aumento 

da concentração do composto corante (Figura 58B). Uma pequena banda foi 

observada em comprimento de onda próximo de 610 nm que tem sido atribuída a 

uma transição vibrônica característica do composto. 
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Figura 58. A) Espectro de absorbância do azul de metileno (8 µmol L-1). B) Curvas analíticas 

para os picos de absorção do azul de metileno em crescentes concentrações.  
(—) 665, (—) 292 e (—) 246 nm  R = 999. Caminho óptico = 1 cm. 

 

A Figura 59A é relativa ao espectro de absorção do composto azul de 

meldola. Observa-se uma banda larga com máximo de absorção em 570, um 

“ombro” em 430, bem como dois picos muito sobrepostos nas regiões de 320 e 267 

nm. As curvas analíticas para os comprimentos de onda 267, 322 e 572 nm 

demonstraram excelente linearidade. (Figura 59B). 
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Figura 59. A) Espectro de absorbância do azul de meldola (0,1 mmol L-1). B) Curvas 

analíticas para as bandas de absorção do azul de meldola. (—) 572, (—) 322 e 
(—) 267 nm. R = 999. Caminho óptico = 1 cm. 

 

 
O azul de meldola e o complexo Cu(NO3)2(NN)2 apresentaram bandas de 

absorção na região de absorção característica do DNA nativo. Os outros dois 

compostos (azul de metileno e Cu(NO3)2(en)2), em concentrações baixas (µmol L-1), 



 

não apresentaram sinais de absorbância que interferissem no sinal do DNA, bem 

como suas bandas de absorção apresentaram-se mais bem definidas, sendo mais 

propícias, de acordo com essa primeira etapa de investigação, para avaliação das 

interações com o DNA. 

 

13.7 Interação Composto x DNA 

Uma vez obtidos e selecionados os perfis espectrofotométricos dos 

compostos em estudo, partiu-se para a etapa relativa aos possíveis processos de 

interação entre estes compostos e o DNA.  A literatura relata que esta interação, 

quando acontece, pode afetar o comportamento dos sinais espectrofotométricos 

relativos aos compostos. Desta forma, os estudos de interação podem ser efetuados 

a partir do monitoramento destes compostos, juntos em solução, observando as 

variações de comportamento espectrofotométrico dos mesmos (LONG; BARTON, 

1990).  

 

13.7.1 Estudo de Interação com  DNA Degradado.  

O primeiro estudo foi efetivado avaliando-se o grau de interação entre as 

moléculas de interesse e o DNA degradado. O sinal analítico de absorção do DNA 

degradado foi avaliado em ausência e presença do composto de interesse. De 

acordo com a Figura 60A, não foi evidenciada interação significativa entre o DNA 

degradado e o complexo Cu(NO3)2(en)2, pois o sinal de absorbância não variou com 

o aumento da concentração do complexo no meio. 
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Figura 60. DNA degradado 40 µg mL-1 + A) complexo de cobre Cu(NO3)2(en)2  

(8-39 µmol L-1 ) e B) azul de metileno (0,6-4,5 µmol L-1). 
 

 



 

A Figura 60B apresenta o comportamento das bandas de absorção do DNA 

degradado em relação ao aumento da concentração do composto azul de metileno 

no meio.  Uma afinidade pelo DNA degradado foi observada, indicada pelo aumento 

do sinal analítico em função do aumento da quantidade do composto de cobre no 

meio. Possivelmente por ligação do composto com a base guanina ou monômeros 

de DNA presentes em solução. 

 

13.7.2 Estudo Espectrofotométrico com Guanosina. 

O DNA, ao ser degradado, apresenta-se bastante fragmentado, porém, 

alguns pequenos pedaços de oligonucleotídeos ainda podem se associar e desta 

maneira, colaborar com o aumento de sinal analítico (JELEN; FOJTA; PALECEK, 

1997). A guanina é a base nitrogenada dita como preferencial quando se trata de 

estabelecer um ponto de ligação na estrutura do DNA e algum composto (LI et al., 

2006). Caso o azul de metileno ou o composto de cobre apresente afinidade por 

uma fita simples de DNA, pode ser que esta ligação esteja associada à base  

guanina, especificamente ao nitrogênio N7. Analisando a variação do sinal da 

guanina, pode-se inferir a respeito do ponto de ligação destes compostos na 

estrutura do DNA. Neste sentido, efetuou-se um estudo espectrofotométrico com 

auxílio da molécula de guanosina, que constitui um monômero da guanina no DNA. 

Inicialmente a guanosina foi estudada em tampão fosfato pH 7,2, como apresentado 

na Figura 61A. Observam-se duas bandas de absorção características, sendo uma 

em 252, que tem sido atribuída ao tautomero keto-N9H e outra em 275 nm, atribuída 

à contribuição tanto do keto-N9H quanto do keto-N7H (KUSHWAHA; KUMAR; 

MISHRA, 2004). Uma curva de analítica foi então traçada, demonstrando linearidade 

entre a absorbância e o aumento da concentração de guanosina (Figura 61B). 
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Figura 61. A) Espectro de absorção da guanosina (100 µmol L-1) em tampão fosfato pH 7,2. 

B) Curva analítica para a guanosina. 

 
 

Posteriormente, a guanosina foi mantida em concentração fixa e o composto 

de interesse foi adicionado ao meio, em concentrações distintas e o pico da 

guanosina foi então monitorado. A Figura 62 apresenta a variação de absorbância 

referente à molécula da guanosina, em presença do complexo Cu(NO3)2(en)2  e do 

azul de metileno, em concentrações variadas. 
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Figura 62. Monitoramento da absorbância da guanosina em função do aumento da 

concentração de (—) azul de metileno e de (—) Cu(NO3)2(en)2. 

 

Para os dois compostos, foram evidenciados discreto aumento no sinal de 

absorbância da guanosina com relação ao sinal de base, porém este sinal manteve 

um comportamento crescente, com valores de absorbância não muito distantes entre 

si. Em seguida efetuou-se um ensaio de monitoramento do sinal de absorção do 

azul de metileno fixo, em presença do aumento da concentração da guanosina. Na 



 

Figura 63A está apresentado o espectro em estudo e a 63B o monitoramento das 

bandas de absorção.  
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Figura 63. Espectro do azul de metileno (6 µmol L-1)  em função da adição de guanosina 

(1,2,3,4,5,6,7,8,9,10,20,30 e 60 µmol L-1 ). B) Monitoramento das bandas de 
absorbância do azul de metileno em (—) 665, (—) 292 e (—) 246 nm. 

 

 

O sinal de absorbância praticamente não se alterou, para os comprimentos 

de onda 665 e 292 nm e para o 246 nm o sinal demostrou aumento linear com a 

adição da concentração da guanosina no meio, porém, como as bandas de 

absorção são muito próximas, este ganho de sinal foi considerado um somatório dos 

dois sinais, ou seja, do azul de metileno e da guanosina, não constando como 

indício de interação entre os compostos. O estudo foi também efetuado para o 

complexo de cobre em concentração fixa e o sinal de absorbância também não 

sofreu grandes variações. No geral este estudo fortaleceu a idéia de que os 

compostos aqui avaliados não apresentaram afinidades tão significativas para com a 

molécula de guanosina livre em solução.  

 

13.7.3 Estudo do DNA Nativo. 

Efetuados os estudos para o material genético degradado e para o 

monômero de guanosina, partiu-se para avaliar o comportamento dos compostos 

frente ao DNA nativo (duplo). A uma solução contendo DNA foi adicionada uma 

quantidade específica do composto em estudo (azul de metileno ou Cu(NO3)2(en)2). 

A Figura 64 apresenta um gráfico em que se pode observar a variação de sinal de 

absorção do DNA nativo em presença destes compostos. Observa-se um 



 

comportamento hipercrômico da banda de absorção do DNA, para os dois 

compostos em estudo, ou seja, um aumento de absorbância com a adição dos 

compostos no meio de interesse. 
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Figura 64. Bandas de absorção do DNA Calf Thymus nativo (50 µg mL-1) em (—) ausência e 

presença dos compostos: (—) Cu(NO3)2(en)2 (32 µmol L-1) e (—) azul de metileno 
(7,1 µmol L-1). 

 

Observou-se também um leve deslocamento da banda do DNA para maiores 

valores de comprimento de onda. Estes comportamentos obtidos podem evidenciar 

uma possível interação entre as moléculas, visto que este hipercromismo pode ser 

relativo a uma maior disponibilidade de bases, fato este que pode ser sugerido 

quando uma molécula interage com a fita dupla de DNA, causando torções na sua 

estrutura, o que acarreta em aumento da absorção de luz.  

Os estudo espectrofotométricos específicos de interação com DNA foram 

então iniciados com o composto azul de metileno. Para esta etapa, trabalhou-se com 

a concentração de DNA no meio, em termos de mol L-1 de monômeros, também 

conhecida como concentração de DNAfosfato. Este tipo de medida auxilia no 

entendimento de associação, visto que, pequenas moléculas que intercalam com 

DNA, possivelmente o fazem em proporções definidas, relacionadas com a 

quantidade de monômeros. Para conversão desta unidade de concentração, foi 

medida a absorbancia da solução de DNA em 258 nm e este valor foi corrigido pelo 

coeficiente de extinção 6600 L mol -1 cm -1 (ZHAO; ZHU; CHEN, 1999). 

Primeiramente, adicionou-se DNA (2,4 nmol L-1) a uma solução contendo azul de 



 

metileno (10 µmol L-1). Nesta segunda etapa de investigação, monitoraram-se as 

bandas do azul de metileno. É possível observar que ocorreu um deslocamento da 

banda de absorção na região do visível, de 665 para 675 nm, bem como diminuição 

da intensidade de absorção (hipocromismo) (Figura 65A). A presença de DNA no 

meio afetou a inclinação da curva analítica, ou seja, modificou o valor de coeficiente 

de absorção, para o comprimento de onda 665 nm (Figura 65B). 
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Figura 65.  A) Espectro de absorbância do (—) azul de metileno  (10 µmol L-1) e do (—) azul 

de metileno (10 µmol L-1) + DNA (2,4 nmol L-1). B) Curvas analíticas para os picos 
de absorção do (—) azul de metileno em crescentes concentrações  e para o (—) 
azul de metileno em crescentes concentrações + DNA  (2,4 nmol L-1).  

 
 

Uma nova curva de analítica foi obtida para o azul de metileno em presença 

de DNA, agora em comprimento de onda de 675 nm, apresentando ótima 

linearidade (Figura 66). Este fato pode ser indicativo de que a interação entre os dois 

compostos seja efetuada de forma orientada, seguindo estequiometria definida. 
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Figura 66. Curva analítica para azul de metileno em presença de DNA.  

 

 

Partindo da evidencia de interação entre o DNA e o azul de metileno e que 

esta relação poderia obedecer a uma estequiometria específica, buscou-se 

investigar esta proposta com relação ao sinal de absorção do DNA em presença de 

azul de metileno, o que possibilitaria uma investigação em concentrações baixas do 

dois reagentes. A Figura 67A mostra o estudo de monitoramento do sinal de 

absorbância do DNA (λ = 258 nm) em presença do corante, em uma faixa de 

concentração em que o azul de metileno não apresentou absorbância significativa. 

Observou-se um comportamento hipercrômico quando se adicionou o corante, na 

concentração de 5,5 pmol L-1, comportamento este seguido até a concentração de 

0,24 nmol L-1, quando o sinal de absorbância decaiu levemente, seguido de aumento 

de sinal quando a relação molar foi de 1:1. Este sinal foi estável até concentração de 

10 nmol L-1. 
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Figura 67. Relação entre o aumento da concentração de azul de metileno e a absorbância 

do DNA em 258 nm. A) Faixa de concentração sem sinal de absorção para o azul 
de metileno. B) Faixa de concentração com sinal de absorção para o azul de 
metileno. 

 

A Figura 67B apresenta os dados da interação, na faixa de concentração em 

que o corante possui absorção significativa. A absorbância cresceu entre as 

concentrações de 50 nmol L-1 e 0,3  µmol L-1 adicionadas, decaindo até 0,6 µmol L-1 

e crescendo linearmente até 5,0 µmol L-1. O monitoramento do sinal de absorbância 

em 675 nm foi efetuado paralelamente, apresentando ótima linearidade frente à 

concentração, garantindo que as oscilações nos sinais de absorbância não foram 

relativas a erros efetuados nas leituras. Essas variações e oscilações podem indicar 

diferentes formas de interação entre os compostos. Possivelmente, quando a 

concentração molar do corante é menor que a do DNA, o hipercromismo observado 

reflete um processo de interação por intercalação das moléculas com o DNA. Este 

processo de interação causa torções na estrutura do DNA, levando a uma maior 

exposição das bases e conseqüentemente a um aumento de absorbância. Quando a 

relação estequiométrica se aproxima de 1:1 este processo é saturado e acima desta 

concentração o corante interage com o DNA por adsorção, visto que os sítios de 

intercalação não estão mais disponíveis. 

Para melhor entendimento desta proposta, aplicou-se o método 

espectrofotométrico da razão molar, como veículo de investigação da estequiometria 

do processo de interação (ZHAO; ZHU; CHEN, 1999). O método é baseado na 

fixação da concentração de um dos reagentes, enquanto varia-se a concentração do 

outro. Obtém-se então, um gráfico de absorbância pela razão molar entre os 

compostos e este gráfico fornece duas regiões distintas que se cruzam sob o ponto 



 

que define a estequiometria da reação. Foram efetuados, tanto os estudos com o 

DNA fixo e a concentração do corante variando, quanto com o corante fixo e a 

concentração do DNA variando, avaliando-se os sinais analíticos para os respectivos 

picos de absorção. O monitoramento das bandas de absorção do azul de metileno 

fixo com concentração de DNA variando é apresentado na Figura 68. 
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Figura 68. Monitoramento da absorbância das bandas do azul de metileno em função do 

aumento da concentração do DNA no meio. (—) 665, (—) 292 e (—) 246 nm. 

 

Nota-se, para o comprimento de onda 665 nm uma queda significativa na 

absorção, até o ponto próximo da estequiometria 1:1, seguido de um comportamento 

com tendência estacionária. Já para a banda em 292 nm o sinal de absorbância 

praticamente não mudou com o aumento da concentração de DNAfosfato. Esta 

informação pode ser importante quando se propõem efetuar um estudo dos 

possíveis pontos de interação entre o azul de metileno e a molécula de DNA dupla. 

Possivelmente este ponto da molécula que não variou o sinal analítico, não 

contribua com a ligação com o DNA. A absorbância em 246 nm aumentou 

linearmente com o aumento da concentração de DNA, provavelmente pela influência 

do sinal de absorbância do DNA, que pode ter se somado com o sinal do azul de 

metileno, neste comprimento de onda. A Figura 69 apresenta os gráficos das razões 

molares para os ensaios, tanto do corante, quanto do DNA, em concentrações fixas. 

O método evidenciou a formação de complexos com estequiometrias muito próximas 

de 1:1.  
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Figura 69. Gráfico do método da razão molar. Formação de complexo 1:1 entre o DNA e o 

azul de metileno. A) Monitoramento da absorção do DNA. B) Monitoramento da 
absorção do azul de metileno. 

 

De posse destes dados foi efetuada a avaliação do grau de interação entre o 

DNA e o composto corante. Esta interação pode ser efetuada avaliando-se a 

constante de formação do composto. Este estudo foi efetuado de acordo com Zhao 

et al. (1999) A seguir, a Figura 70 apresenta o gráfico relativo ao cálculo desta 

constante. O valor obtido K = 14,932 x 10 5) evidencia uma forte interação entre o 

azul de metileno e o DNA de Calf Thymus, valor este compatível com dados 

apresentados por Wang e Zhou (2007). Muitos estudos indicam que o azul de 

metileno pode se ligar ao DNA por intercalação, porém, parâmetros como a força 

iônica e a relação de concentração entre o composto e o material genético podem 

levar a um processo de interação não intercalativa (ZHAO; ZHU; CHEN, 1999). 
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Figura 70. Gráfico para cálculo da constante de interação entre o azul de metileno e o DNA.  



 

Posteriormente, foi efetuada a avaliação específica para a interação com o 

complexo Cu(NO3)2(en)2. Manteve-se a concentração de DNA fixa, aumentando-se a 

concentração do complexo de cobre, obtendo-se assim, uma relação de alta 

linearidade para com o aumento da absorbância do DNA nativo, de acordo com a 

Figura 71. 
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Figura 71. A) Variação da absorção do DNA nativo com relação ao aumento da 
concentração de complexo de cobre Cu(NO3)2(en)2. B) Região de linearidade. 
Caminho óptico = 1 cm. 

 
 

Foi observado um pequeno deslocamento nas bandas de absorção, para 

valores menores que 258 nm. Este desvio pode ser indicativo de que a interação 

entre o complexo está expondo as bases purínicas, como a guanina, visto que estas 

bases nitrogenadas absorvem em comprimentos de onda um pouco abaixo de 260 

nm, diferentemente das pirimidinas, que absorvem em valores ligeiramente acima 

deste. Esta informação é de extrema importância em estudos de lesões e danos de 

material genético.  

As bases purínicas têm absortividade molar maior que as pirimidínicas. Ou 

seja, a absorbância do DNA depende das suas subunidades, das bases que a 

compõem (MANDEL; MARMUR, 1968). LIU et al. (1999) evidenciaram uma 

interação entre complexos peptídicos de íons de cobre (II) e DNA observada a partir 

de dados espectrofotométricos. Foram observados hipercromismo, hipocromismo e 

batocromismo (deslocamento para a região do vermelho do comprimento de onda de 

absorção máxima) no sinal do DNA. Esses efeitos foram atribuídos ao fato de que 

complexos de cobre (II) podem se ligar ao DNA dupla fita de diferentes modos, 

através de ligação de hidrogênio, por forças de van der Waals ou coordenação entre 

os íons de cobre (II) dos complexos com as bases nitrogenadas do DNA. Sendo 



 

assim, o composto de cobre Cu(NO3)2(en)2 também foi avaliado pelo método da 

razão molar, indicando uma estequiometria próxima de 1:1. A Figura 72 apresenta o 

gráfico da constante de interação. A constante do complexo de cobre indicou uma 

forte interação com DNA duplo (K = 10,1153 x 10 6 mol L-1). 
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Figura 72. Gráfico da constante de formação do complexo formado entre o DNA e o 

Cu(NO3)2(en)2. 

 
 
 
14 CONSTRUÇÃO DO GENOSSENSOR BASEADO EM INDICADORES 

ELETROATIVOS 

14.1 Compostos Corantes 

De acordo com os dados apresentados nas etapas anteriores de 

caracterização e interação eletroanalítica e espectrofotométrica dos compostos 

corantes em estudo, o azul de metileno se apresentou como o que melhor se 

adequava para iniciar a investigação eletroanalítica da interação com DNA, 

objetivando o seu uso na construção do genossensor. Para esta etapa inicial, a 

técnica de voltametria de pulso diferencial foi escolhida. Inicialmente, uma curva 

analítica foi construída para o azul de metileno em CDtrodo de ouro, em meio de 

tampão fosfato pH 7,2. Observa-se boa linearidade, como apresentado na Figura 73. 

O eletrodo de trabalho foi lavado entre cada medida para evitar a adsorção do azul 

de metileno sobre a superfície. 
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Figura 73. Curva analítica para o azul de metileno em tampão fosfato pH 7,2, obtida por 

voltametria de pulso diferencial. v = 10 mV s-1, amplitude de pulso = 50 mV. 

 

Quando se trabalha com eletrodo modificado com oligonucletídeos, em 

geral, este é colocado em solução contendo a seqüência genética a qual deve se 

ligar. Este contato deve ser efetuado por um tempo determinado, em que o material 

eletroativo indicador pode estar presente em solução, para efetuar interação com a 

fita dupla de DNA e assim sofrer processos oxi-redutivos que forneçam o sinal 

analítico desejado (CARPINI et al., 2004). Como o intuito desta etapa de trabalho foi 

estudar o azul de metileno como indicador eletroativo, foi efetuado um estudo de 

tempo para avaliação da adsorção do corante sobre a superfície de ouro, buscando 

determinar um tempo máximo em que este poderia ficar em contato com a 

superfície, sem adsorver sobre a mesma.  

Foi inicialmente medido um voltamograma de pulso diferencial em solução 

tampão fosfato pH 7,2 (solução trabalho). Posteriormente o eletrodo foi lavado, 

sendo seguidamente mergulhado em solução contendo azul de metileno (solução de 

incubação) em concentração definida (7 µmol L-1), por tempo determinado, sendo 

então lavado com água destilada e um novo voltamograma foi traçado no mesmo 

eletrólito. Em uma segunda etapa, foi adicionado DNA Calf Thymus (6,4 µg mL-1) à 

solução de incubação e o ensaio seguiu como descrito anteriormente.  Foram 

estudados os tempos de 30, 60, 120, 180, 240, 300 e 600 s de incubação, 

renovando-se as soluções de estudo a cada nova medida. A Figura 74 apresenta o 

gráfico de monitoramento do sinal de corrente de pico de oxidação do azul de 



 

metileno em função do tempo de incubação do eletrodo. Observa-se que, há tempos 

de incubação superiores a 200 s, o azul de metileno adsorveu sobre a superfície 

eletródica de ouro e foi detectado durante a medida em solução trabalho. Para a 

segunda etapa de investigação, ou seja, o estudo efetuado com DNA nativo 

presente nas soluções de incubação, o sinal do azul de metileno foi detectado já em 

tempos superiores a 30 s.  
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Figura 74. Sinal de corrente de pico de oxidação do azul de metileno em função do tempo 

de incubação.(—) Solução contendo azul de metileno (7 µmol L-1), (—) solução 
contendo azul de metileno e DNA (6,4 µg mL-1), com voltamogramas medidos 
após incubação em mesma solução e (—) solução contendo azul de metileno e 
DNA, com voltamogramas medidos após incubações em diferentes soluções. 

 

Este fato possivelmente pode ter ocorrido pela alta capacidade que o corante 

possui de interagir com o DNA nativo, como demonstrado em etapas anteriores de 

investigação. Desta forma, o azul de metileno acumulou na estrutura do DNA, que 

por sua vez, sendo um poliânion, se adsorveu facilmente na superfície do eletrodo 

de ouro, levando consigo o corante, que então, sofreu os processos de oxidação, 

sendo detectado. Para tentar justificar esta proposta, foram efetuados vários ensaios 

de detecção do azul de metileno, após processos de incubação uma única solução 

de incubação. De acordo com a Figura 74, pode-se notar que a partir do tempo de 

100 s, o sinal de oxidação do azul de metileno decaiu com o tempo, indicando que o 

material genético na solução estava sendo consumido e que o DNA nativo realmente 

foi o responsável pelo sinal do corante. Após estes estudos o tempo de 180 s foi 

selecionado como tempo de ensaio de incubação em que a molécula de azul de 

metileno poderia estar presente no meio de incubação, sem adsorver na superfície 



 

do eletrodo e assim, sem apresentar sinais que poderiam interferir no sinal analítico 

pretendido, levando a falsos positivos. 

O próximo passo foi selecionar uma metodologia de imobilização para o 

DNA de Calf Thymus sobre o eletrodo de ouro. Esta deveria ser fácil e rápida, visto 

que o objetivo era avaliar o azul de metileno como indicador de DNA de fita dupla 

sobre o eletrodo. Escolheu-se a imobilização por adsorção a potencial controlado, 

que se baseia na aplicação de um potencial de + 0,5 V ao eletrodo de trabalho em 

solução contendo DNA, por um tempo determinado. Com este potencial aplicado, o 

esqueleto açúcar-fosfato, negativamente carregado é facilmente adsorvido sobre o  

ouro. 

Os tempos de 5 e 15 minutos foram investigados para aplicação do 

potencial. O eletrodo foi modificado com solução 18 µg mL-1 de DNA nativo. O 

ensaio foi avaliado frente aos processos oxidativos de solução contendo K4Fe(CN)6 

1,0 mmol L-1, antes e após a modificação do eletrodo. O gráfico da Figura 75 

apresenta os voltamogramas relativos ao tempo de 15 min, no qual observa-se que 

o eletrodo foi modificado, tendo os valores de corrente diminuídos, bem como 

aumento da diferença de potencial de pico com o tempo de aplicação do potencial. 

O tempo de 15 min foi selecionado para a imobilização do DNA de Calf Thymus. 
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Figura 75. Voltamogramas cíclicos de K4Fe(CN)6  1,0 mmol L-1 em tampão fosfato. (—) 

CDtrodo, (—) CDtrodo/DNA 15 min de aplicação de potencial + 0,5 V em solução 
de Calf Thymus DNA 18 µg mL-1. 

 

 



 

Após os processos de imobilização efetuados, partiu-se para avaliar o azul 

de metileno como indicador eletroquímico. Um sinal inicial em solução tampão foi 

medido para o biossensor, por meio da técnica de voltametria de pulso diferencial. 

Em seguida, este foi colocado em solução de incubação contendo azul de metileno 

(7 µmol L-1) pelo tempo de 180 s. Posteriormente, o eletrodo modificado foi lavado 

com água destilada e um segundo sinal foi tomado na solução trabalho (eletrólito). 

De acordo com o voltamograma cíclico apresentado na Figura 76, o sinal de corrente 

de pico relativo a oxidação do azul de metileno foi obtido em potencial de – 0,241 V, 

indicando que o corante foi detectado sobre o eletrodo modificado com DNA, por 

possível interação com o mesmo, visto que, no tempo pré-estabelecido, o azul de 

metileno não interage de forma significativa com a superfície de ouro. Este ausência 

de interação enfatiza a vantagem de não ser necessário o bloqueio da superfície do 

eletrodo com relação ao indicador eletroanalítico. 
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Figura 76. Voltamogramas de pulso diferencial em (—) tampão fosfato. (—) Oxidação do 

azul de metileno em sensor modificado com DNA, após 180 s, em solução de 
incubação. 

 
 

De acordo com os dados da Figura 33, página 89, a modificação com 

monocamada de oligotiolado  forneceu duas condições específicas de cobertura do 

CDtrodo, então, eletrodos foram modificados com as duas condições apresentadas 

anteriormente, sendo CD1, modificado com 0,5 µmol L-1 de HS-DNA HCV 1 em 

tempo de 30 min e CD2, 1,0  µmol L-1 de HS-DNA HCV 1 em tempo de 90 min.  



 

Estes eletrodos foram então utilizados para efetuar os estudos em amostras 

de soro sanguíneo de vírus da hepatite C, obtidas a partir de rotina laboratorial do 

núcleo de atendimento a comunidade da  Faculdade de Ciências Farmacêuticas da 

UNESP de Araraquara. As amostras foram amplificadas pela técnica de reação de 

polimerase em cadeia (PCR). Inicialmente o genossensor foi avaliado em solução 

tampão fosfato pH 7,2, via voltametria de pulso diferencial. Em seguida foi colocado 

em solução de hibridização, por 30 min. Esta solução continha amostra soropositiva 

de um genótipo específico, diluída 1:4 em tampão de hibridização  apropriado (kit 

comercial para detecção de hepatite C, AMPLICOR ®, versão 2.0, Roche). Os 

parâmetros de tempo e diluição para o procedimento de hibridização foram 

estabelecidos em estudos anteriores, pelo referido grupo de pesquisa em 

eletroanalítica do IQ-UNESP, no qual foi desenvolvida esta tese de doutorado.  

Após o processo de hibridização, o eletrodo foi lavado (agitação em tampão, 

3 min) e posteriormente colocado em solução de incubação por 3 min, contendo azul 

de metileno (7 µmol L-1). Outra etapa de lavagem foi efetuada e o sensor foi então 

novamente avaliado, por pulso diferencial, em solução trabalho. A Figura 77A 

apresenta o sinal de corrente de pico ajustado em função do tipo de ensaio efetuado 

e a Figura 77B, o gráfico de voltametria de pulso diferencial relativos aos sinais 

analíticos para os ensaios  C e F discutidos na Figura 77A. 
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Figura 77. A) Sinal de corrente de oxidação do azul de metileno sobre eletrodo de ouro. (A)- 

CD sem modificação. (B)- CD1/HS-DNA HCV 1. (C)- CD1/HS-DNA HCV 1 + 
amostra positiva HCV 1. (D)- CD2/HS-DNA HCV 1. (E)- CD2/HS-DNA HCV 1 + 
amostra positiva HCV 1. (F)- D1/HS-DNA HCV 1 + amostra positiva HCV 2b. B) 
Voltametria de pulso diferencial. Genossensor + (—) amostras soropositiva e (—) 
negativa de HCV.  

 



 

O ensaio com CD limpo, sem modificação (A) não apresentou corrente de 

pico pronunciada, ratificando o fato de que o azul de metileno não adsorve sobre o 

ouro, no tempo de 3 min de incubação. O ensaio (B) mostrou que o corante também 

não apresentou afinidade significativa para com a fita simples de DNA, que também 

não apresentou sinal analítico positivo. O sinal de oxidação do azul de metileno foi 

detectado no eletrodo do ensaio (C), ou seja, aquele em que o processo de 

hibridização foi efetuado em presença de amostra soropositiva de HCV 1. O sinal de 

corrente de pico foi bem diferenciado dos demais, indicando que as condições do 

CD1 (0,5 µmol L-1, 30 min) são bastante propícias para a construção do 

genossensor. No ensaio (D), um baixo sinal analítico foi observado para o eletrodo 

modificado com 1,0 µmol L-1, 90 min, antes mesmo do processo de hibridização, o 

que evidencia que o azul de metileno interagiu com o material genético, 

possivelmente por conta de uma grande quantidade de oligonucleotídeo sobre a 

superfície de ouro.  

Quando se efetuou o processo de hibridização para este eletrodo (E), um 

sinal analítico de corrente de pico foi observado, em intensidade maior que o 

encontrado no ensaio (D). Isto significa que a diferença entre estes valores mostra 

que a detecção de amostras soropositivas, nas condições do CD2 (1,0 µmol L-1, 90 

min) pode ser efetuada. Porém, o sinal foi de menor intensidade quando comparado 

com as condições apresentadas para o CD1, possivelmente pelo fato já citado do 

excesso de material genético, que pode ter dificultado os processo de hibridização, 

visto que a fita complementar de DNA necessita de espaço suficiente para interagir 

com a fita imobilizada. Uma vez que a superfície do eletrodo continha “excesso” de 

material, uma baixa quantidade de fita complementar hibridizou, o que foi indicado 

pelo menor sinal de oxidação relativo ao azul de metileno sobre ouro. Neste aspecto, 

as condições apresentadas no CD1 foram definidas como apropriadas para a 

construção do genossensor. Como ensaio final desta etapa de trabalho (F), este 

genossensor assim definido foi avaliado frente a uma amostra soropositiva referente 

a outro genótipo da hepatite C, no caso, uma amostra do genótipo 2b. Como 

apresentado na Figura 77, não foi evidenciado sinal analítico positivo para o ensaio 

(F), ou seja, o genossensor assim construído foi capaz de diferenciar entre duas 

amostras soropositivas de vírus da hepatite C de diferentes genótipos. 

 



 

É interessante ressaltar que o corante azul de metileno tem sido associado à 

detecção de processos de hibridização pela diminuição do sinal eletroanalítico do 

mesmo, porém estudos em que o aumento de sinal do composto ocorre também tem 

sido reportados. Esta diferença de comportamento esta associada às condições de 

trabalho, como força iônica e razão molar entre o corante e o DNA trabalhado 

(ERDEM et al., 2002; GU et al., 2002; ZHU et al., 2008).  

 

14.2 Complexos de Cobre. 

De acordo com os dados obtidos para o genossensor que fez uso de azul de 

metileno como composto indicador do processo de hibridização, objetivou-se 

também, fazer uso da técnica de voltametria de pulso diferencial para o 

monitoramento de corrente de pico do complexo Cu(NO3)2(en)2. O composto foi 

primeiramente estudado em tampão fosfato, em varredura anódica. Em uma primeira 

avaliação, observou-se que, quando se trabalhou com baixas concentrações do 

complexo, apenas um pico de oxidação foi detectado em potencial de + 0,145 V, 

sendo que, com o aumento da concentração deste composto em solução, um pico 

de oxidação em - 0,105 V também foi detectado, chegando a valores de corrente 

mais elevados, até mesmo que o pico positivo, quando concentrações dez vezes 

maiores que as iniciais foram analisadas (Figura 78). Possivelmente, estes dois 

picos possuem uma dependência mútua, o que interfere na corrente de picos dos 

mesmos quando se trabalha com variação de concentração no meio eletródico. 
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Figura 78. Voltametria de pulso diferencial em eletrodo de ouro, composto Cu(NO3)2(en)2 
(—) 0,4; (—) 0,8 e (—) 4,5 µmol L-1, em meio de tampão fosfato pH7,2.  



 

De acordo com os dados anteriores, o composto de cobre apresentou 

caráter adsortivo sobre o eletrodo de ouro. Para melhor entendimento destes 

processos, um novo voltamograma foi obtido, porém, com solução contendo 

somente o eletrólito. De acordo com a Figura 79, observa-se claramente um pico de 

oxidação em potencial de + 0,14 e outro de pequena intensidade em + 0,34 V, 

relativos ao complexo de cobre, que se adsorveu sobre a superfície do ouro, sendo 

detectado no meio de trabalho que não continha o complexo em solução. Não foi 

observado nenhum pico de oxidação na região de potencial em torno de - 0,100 V. 

Estes dados indicam que a aplicação da varredura de potencial favoreceu a 

adsorção do complexo sobre a superfície do eletrodo de ouro. 
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Figura 79. Voltamograma de pulso diferencial obtido em eletrodo de ouro em meio de 

tampão fosfato pH 7,2, após estudo com composto Cu(NO3)2(en)2. 

  

 

Foram então efetuados ensaios de lavagem da superfície, buscando retirar o 

material adsorvido. Foram propostos os ensaios seguintes: lavagem com água 

destilada e lavagem com solução alcoólica (1:1). A lavagem com água destilada não 

foi eficiente, eliminando em torno de 25% do material adsorvido. Para a lavagem 

com solução alcoólica, observou-se que a simples rinsagem sobre a superfície do 

eletrodo foi mais eficiente que a lavagem com água, retirando em torno de 60% de 

material adsorvido. Partindo destes dados, avaliou-se a lavagem com solução 

alcoólica por meio de agitação, em tempo pré-estabelecido. Os tempos de 5, 10 e 20 

min de agitação foram avaliados, sendo o tempo de 10 min o mais eficiente, 

retirando em torno de 98% do material adsorvido sobre o ouro, visto que o tempo de 



 

5 min retirou em torno de 83% deste material e no tempo de 20 min não se obteve 

resultado distinto do tempo de 10 min (Figura 80). A metodologia efetuada retirou o 

excesso de material adsorvido sobre a superfície do eletrodo de ouro, 

disponibilizando o eletrodo para reutilização em outras etapas de trabalho. 
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Figura 80. Valores de corrente de pico em função dos ensaios de lavagem da superfície de 

ouro adsorvida com complexo de cobre Cu(NO3)2(en)2. A) Sem lavagem, B) 
rinsagem com água, C) rinsagem com solução água/etanol (1:1), D) agitação 
com solução água/etanol (1:1) por 5 minutos, E) agitação com solução 
água/etanol (1:1) por 10 minutos. 

 

 
 A segunda etapa do estudo de adsorção foi avaliar o grau de adsorção por 

simples contato do eletrodo com solução contendo indicador eletroativo, sem 

aplicação de potencial. O parâmetro investigado foi o tempo de contato do CDtrodo 

com a solução. Foram estudados os tempos de: 0, 10, 30 e 60 min de incubação em 

soluções contendo distintas concentrações de complexo. O eletrodo foi lavado 

rapidamente com água destilada antes da medida, para retirada de excesso de 

material. Pela Figura 81, observa-se que, já no tempo zero de incubação, que 

constou de um rápido mergulho do eletrodo na solução trabalho, o sinal de corrente 

de pico relativo ao complexo foi detectado, para todas as concentrações 

trabalhadas. Para os demais tempos, notou-se um aumento do sinal de corrente 

para com o aumento do tempo de incubação. Com relação as concentrações 

trabalhadas, pode se dizer que o sinal analítico detectado foi muito próximo para os 

valores de 1,15 e 2,30 µmol L-1, diferenciando apenas para a concentração de 4,60 

µmol L-1.  
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Figura 81. Valores de corrente de pico em função do tempo de incubação e da 

concentração do complexo Cu(NO3)2(en)2 em solução. 

 
 

Os dados aqui apresentados refletem um alto grau de adsorção do complexo 

Cu(NO3)2(en)2 sobre a superfície de ouro do eletrodo. Como a proposta da 

construção do genossensor implicou em fazer uso de um indicador eletroanalítico 

que tivesse interação, de maneira distinta, entre o eletrodo modificado com fita 

simples e o modificado com fita dupla, esperava-se que os valores do sinal analítico 

monitorado fossem bastante distintos entre si, que pudessem evidenciar a formação 

da dupla fita e assim, comprovar o sinal positivo de diagnóstico. Esta afinidade do 

complexo para a superfície eletródica poderia interferir drasticamente no sinal 

analítico requerido. A partir desta premissa, foi requerido um estudo de bloqueio da 

superfície de ouro. 

 

14.3 Estudo de Bloqueio. 

A etapa de bloqueio da superfície eletródica constitui uma etapa muito 

empregada em ensaios imunológicos e tem sido bem adaptada à construção de 

biossensores em geral. O objetivo tem sido efetuar o bloqueio da superfície para que 

adsorções inespecíficas não ocorram no estudo proposto, pois estas podem levar a 

sinais analíticos que refletem dados errôneos na análise efetuada, até mesmo a 

falsos positivos, por exemplo. Este bloqueio não representa uma inativação da 

superfície, pois, as moléculas utilizadas para este fim (eletricamente inativas nas 

condições do estudo) são geralmente moléculas grandes, mas que por sua vez, 



 

espaços estão disponibilizados entre as mesmas para que a transferência eletrônica 

ocorra satisfatoriamente. Para esta etapa de trabalho, dois tipos específicos de 

agentes de bloqueio foram avaliados: o esperma de salmão e a albumina de soro 

bovino. 

 

14.3.1 Avaliação do Bloqueio com Esperma de Salmão. 

O esperma de salmão tem sido utilizado para minimizar os sinais de 

background em processos de hibridização de sondas de DNA. O protocolo do 

fabricante do composto indica a faixa de concentração entre 10 e 100 µg mL-1 a ser 

trabalhada. As soluções de bloqueio foram preparadas nas seguintes 

concentrações: 10, 20, 30, 50 e 100 µg mL-1. Sobre o CDtrodo foi gotejado 10 µL da 

solução e deixado em repouso por 30 min, a temperatura ambiente, em placa de 

Petri. Posteriormente, foi lavado por mergulho em solução tampão fosfato pH 7,2 e 

colocado em solução de incubação, contendo o complexo de cobre (1,15 µmol L-1). 

Em seguida, foi novamente lavado como descrito e o sinal analítico foi medido pela 

técnica de voltametria de pulso diferencial, em meio de tampão fosfato em tempo de 

10 s de incubação. A Figura 82 apresenta o gráfico das voltametrias de pulso 

diferencial para os ensaios de bloqueio empregando as soluções de concentrações 

de 30 e 10 µg mL-1. 
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Figura 82. Voltametria de pulso diferencial em meio de tampão fosfato pH 7,2. Sinal de 

oxidação do complexo adsorvido sobre ouro após bloqueio com esperma de 
salmão.(—) 30 e (—) 10 µg/ mL.  

 



 

 
No geral, o estudo evidenciou que, ao invés do bloqueio de sinal, um ganho 

substancial no sinal de corrente foi obtido (Figura 83). Este fato pode indicar que 

exista uma interação forte entre o complexo de cobre e o esperma de salmão. 

Apesar deste material ser útil na etapa de hibridização, para evitar  adsorção de 

seqüências inespecíficas na superfície do eletrodo, não se tornou eficiente no caso 

aqui estudado, com monitoramento  efetuado por este complexo, pois o mesmo 

interage de forma significativa com o agente de bloqueio.  O esperma de salmão 

seria mais bem empregado em estudos que fazem uso de oligonucleotídeos 

marcados com enzimas. 
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Figura 83. Corrente de pico do complexo de cobre em função da concentração de esperma 

de salmão utilizado no bloqueio da superfície de ouro. 
 
 
14.3.2 Avaliação do Bloqueio com BSA 

 
A molécula de albumina de soro bovino (BSA) é uma proteína muito utilizada 

como agente de bloqueio de superfícies em estudos de biossensores, sendo então 

selecionada para o teste de bloqueio com o complexo de cobre em estudo 

(PIVIDORI, 2002).  O bloqueio foi efetuado por aplicação de 10 µL de solução 

bloqueante (BSA) sobre a superfície do eletrodo, a temperatura ambiente, 

permanecendo por 30 min em placa de Petri. Posteriormente o eletrodo foi lavado 

com tampão fosfato, por mergulho em solução tampão. Em seguida foram efetuados 

os ensaios de incubação. Trabalharam-se os tempos de 0, 10, 30 e 60 seg, bem 

como as concentrações da  solução de bloqueio de 0,1; 0,5 e 1% de albumina de 



 

soro bovino. A concentração da solução do indicador (complexo) foi de 2,3 µmolL-1. 

Os testes de avaliação de bloqueio da superfície de ouro foram efetuados com 

voltametria de pulso diferencial, avaliando-se o sinal de corrente de pico de oxidação 

do complexo adsorvido no eletrodo após incubação. 
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Figura 84. Valores de corrente de pico de oxidação do complexo Cu(NO3)2(en)2  adsorvido 

sobre a superfície de ouro em função da concentração de bloqueio e do tempo 
de incubação. 

 

Pela Figura 84 observa-se um bom bloqueio da superfície de ouro, à baixas 

concentrações de BSA, diminuindo o valor do sinal de corrente. O aumento da 

concentração da solução de bloqueio acarretou em um aumento do sinal de corrente 

de pico, como observado para os tempos a partir de 10 s de ensaio, em que o sinal 

de corrente relativo ao bloqueio foi maior que o sinal de base do próprio complexo 

adsorvido sobre a superfície não modificada do CDtrodo, o que evidenciou a 

possibilidade da interação do complexo de cobre com a molécula de albumina, como 

foi descrito para o esperma de salmão.  

Para contornar esta evidencia, a proposta seguinte foi avaliar o sinal de 

corrente do eletrodo modificado com a monocamada de tiol-DNA, bloqueado com 

BSA. Visto que a própria modificação com oligonucleotídeo recobriu uma faixa acima 

de 35% da área ativa da superfície do eletrodo de ouro, o bloqueio efetuado sobre 

esta superfície já modificada poderia acarretar em um bloqueio mais eficiente do que 

quando se tentou bloquear uma área não modificada com a monocamada. O 

eletrodo foi primeiramente modificado com solução de oligotiol 0,5 µmol L-1, por 30 



 

min a temperatura ambiente. Para este ensaio foi utilizado também o detergente 

tween 20, surfactante que tem sido utilizado, em imunoensaios, como auxiliador da 

BSA em ensaios de bloqueio, estabilizando a albumina. O detergente foi adicionado 

na concentração de 0,05% a uma solução 0,5% de BSA. Posteriormente,  o ensaio 

de bloqueio seguiu como descrito em etapas anteriores e a incubação foi efetuada 

em solução de complexo de 1,15 µmol L-1, por 10 s de tempo. A concentração do 

complexo foi diminuída objetivando um baixo sinal analítico mensurável. As lavagens 

foram efetuadas por mergulho em solução tampão, após cada etapa de modificação, 

bloqueio e incubação. A Figura 85 apresenta os voltamogramas de pulso diferencial 

relativos ao CDtrodo, CDtrodo/HS-DNA e CDtrodo/HS-DNA/BSA-tween. 
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Figura 85. Voltametria de pulso diferencial em tampão fosfato pH 7,1 após ensaio de 

incubação com complexo Cu(NO3)2(en)2 1,15 µmol L-1. Tempo de incubação = 
10s. (—) CDtrodo, (—) CDtrodo/HS-DNA e (—) CDtrodo/HS-DNA/BSA-tween. 

 
 

Para o voltamograma sem bloqueio, observou-se a formação de dois picos 

de oxidação possivelmente devido ao complexo de cobre. Para a modificação com a 

monocamada, foi mostrado que a mesma auxiliou no bloqueio da superfície, como 

esperado. Este fato enfatiza que a quantidade recoberta pela monocamada pode ser 

maior que 35%. Após utilizar o BSA-tween, observou-se que o bloqueio se mostrou 

eficiente, de modo a evitar os processos de adsorção do complexo pelo contato com 

o CD. Destes dados, conclui-se que o bloqueio com BSA foi mais eficiente que o 

bloqueio com esperma de salmão, por isto foi selecionado para os estudos 

posteriores. 



 

15 APLICAÇÃO 

Depois de otimizadas as construções básicas do genossensor, o passo 

seguinte foi avaliar a sua aplicação em sequências padrões de oligonucleotídeos 

(sequencias sintéticas). Foram adquiridas duas sequências, sendo uma específica 

complementar do genótipo de HCV 1 e outra não complementar. A proposta então 

foi avaliar uma faixa de trabalho para a concentração de sonda complementar. 

Primeiramente o eletrodo foi modificado e bloqueado com as condições otimizadas, 

sendo a modificação: 10 µL de solução 0,5 µmol L-1 de HS-DNA adicionados ao 

eletrodo, por 30 min e o bloqueio foi constituído de adição de 10 µL de solução 

contendo 0,5% de BSA e 0,05% de tween, sendo bloqueio efetuado por tempo de 30 

min. As lavagens foram efetuadas por mergulho em solução tampão pH 7,1, a cada 

etapa de modificação. O eletrodo foi então mergulhado em tubo eppendorf, contendo 

1000 µL de solução de oligonucleotídeo alvo, em concentrações definidas e o 

procedimento de hibridização foi efetuado a temperatura ambiente, por 30  min, em 

tampão de hibridização. A solução BSA-tween foi mantida na etapa de hibridização, 

objetivando compensar as perdas de bloqueio por lixiviação. Efetuou-se a lavagem 

do eletrodo e o mesmo foi mergulhado em solução de incubação contendo complexo 

Cu(NO3)2(en)2 na concentração 1,15 µmol L-1, por tempo de 10s, sendo 

posteriormente efetuada a medida voltamétrica.  Inicialmente, os seguintes valores 

de concentração foram investigados: 0,01; 0,1; 0,5; 1,0; 5,0; 10 e 25 nmol L-1. Para 

estes ensaios, nenhum pico foi pronunciado. Posteriormente, buscou-se avaliar os 

valores de 50, 100, 125, 150, 175 e 200 nmol L. Observa-se pela Figura 86 os 

voltamogramas para os referidos ensaios. Observou-se que apenas o pico em   

+ 0,4 V foi pronunciado no estudo. 
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Figura 86. Voltametria de pulso diferencial em tampão fosfato. Avaliação da concentração 

de sequencia complementar no ensaio de hibridização do eletrodo modificado 
com sonda de HCV 1. 

 
 

No gráfico da Figura 87 estão apresentados os valores de corrente de pico 

para os ensaios efetuados. A concentração de 175 nmol L-1 forneceu o maior valor 

de corrente de pico obtido e os demais valores de concentração apresentaram 

valores semelhantes. 
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Figura 87. Valores de corrente de pico em função da concentração da sequencia 

complementar de HCV 1. 

 
 
 
 



 

A partir destes dados buscou-se avaliar o sinal referente ao genossensor em 

presença de sonda não complementar, avaliando-se a influencia da mesma na 

detecção analítica. Foram estudadas concentrações entre 100 e 200 nmol L-1. 

Observa-se pelo gráfico da Figura 88 um aumento de corrente de pico para com o 

aumento da sequencia não complementar de HCV. Este aumento também 

evidenciou um alargamento do pico de oxidação. 
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Figura 88. Voltametria de pulso diferencial em tampão fosfato. Avaliação da concentração 

de sonda não complementar de HCV no ensaio de hibridização. 
 

 
Quando se avaliaram as intensidades de corrente de pico para os ensaios de 

sequencia complementar e não complementar, pode-se observar que, quando se 

trabalhou com as concentrações de 100 nmol L-1, a diferença entre os valores foi 

mais pronunciada, que para 150 e 175 nmol L-1. Já para 200 nmol L-1, obtiveram-se 

praticamente os mesmos resultados para corrente de pico (Figura 89).  A diferença 

de sinal analítico entre a seqüência complementar e a não complementar foi superior 

a 50%, para o ensaio em 100 nmol L-1, sendo este, considerado um valor 

discrepante, que pode ser utilizado como sinal de base para confirmação do 

processo de hibridização via avaliação de oligonucleotídeos. 
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Figura 89. A) Voltametria de pulso diferencial em tampão fosfato. Avaliação do sinal entre a 

sequencia complementar e a não complementar, no ensaio de hibridização. B) 
valores de corrente de pico para as seqüências complementares e a não 
complementares. 

 
 

Desta forma, pode se enfatizar que o genossensor foi mais eficiente para a 

detecção de oligonucleotídeos específicos do vírus da hepatite C do genótipo 1, nas 

seguintes condições otimizadas: 

i) Modificação: 10 µL de solução 0,5 µmol L-1 de oligonucleotídeo 

tiolado HCV 1, por 30  min, a temperatura ambiente; 

ii) Bloqueio: com solução contendo albumina de soro bovino 

0,5%/tween 0,05%, por 30 min, a temperatura ambiente; 

iii) Oligo complementar: em faixa de concentração de 100 a  

175 nmol L-1. 

iv) Incubação: indicador eletroativo Cu(NO3)2(en)2, na concentração  

1,15 µmol L-1, por tempo de 10s. 

v) Medida: voltametria de pulso diferencial em meio de tampão 

fosfato pH 7,2. 

 

Como complementação do trabalho foram efetuados estudos de detecção de 

amostras reais obtidas pela Faculdade de Ciências Médicas da UNICAMP. Foram  

amostras amplificadas (PCR) de soro sangüíneo de pacientes, contendo avaliações 

negativas e positivas para a virose hepatite do tipo C. Para tanto, inicialmente, foram 

avaliadas cinco amostras controle (amostras negativas para a virose). Os CDtrodos 

foram modificados nas condições otimizadas, sendo então, colocados em solução de 

hibridização por 30 min. A amostra foi inserida neste meio em  proporção de diluição 



 

de 1:4. Posteriormente foi efetuada a etapa de incubação com complexo de cobre e 

o sinal foi medido posteriormente. A Figura 90 apresenta um voltamograma de pulso 

diferencial para uma destas amostras. 
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Figura 90. Voltametria de pulso diferencial com CDtrodo de ouro, em meio de tampão 

fosfato e amostra negativa de HCV, após 10 s de incubação com Cu(NO3)2(en)2  
1,15 µmol L-1. 

 
 

Percebe-se que um baixo sinal de pico foi observado para esta amostra, o 

que também foi observado para as demais avaliadas. O gráfico de barras seguinte 

apresenta os valores de corrente de pico para estes ensaios descritos para as 

amostras controles (Figura 91). A média dos valores de corrente foi de 50 nA, com 

desvio padrão de 25%. Os valores de sinal analítico obtidos podem estar refletindo 

um somatório entre os baixos sinais de adsorção do complexo sobre o ouro (que não 

se encontra 100% bloqueado) e os valores de intensidade de corrente relativos a 

possíveis interações entre o indicador eletroativo e substancias contidas no soro 

sanguíneo, que podem ter interagido com o eletrodo modificado. O soro é formado a 

partir de plasma de sangue, em que são retirados os fatores de coagulação. Este 

plasma é o componente líquido do sangue, que contém em torno de 92% de água, 

7% de proteínas, além de outras substancias em menores quantidades, que podem 

ser nutrientes, hormônios, enzimas e gases dissolvidos (1%) (ISSAQ; XIAO; 

VEENSTRA,  2007) . 
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Figura 91. Valores da intensidade de corrente de pico com relação aos ensaios com 

amostras negativas (HCV) de soro sanguíneo. 
 
 

Seguidamente, três amostras positivas para virose HCV foram avaliadas 

pelo genossensor. Uma amostra do genótipo 1a, uma amostra do genótipo 1b e uma 

do genótipo 3b. A Figura 92 apresenta o gráfico para uma amostra negativa e a 

amostra do genótipo 1b, onde se observaram distintos sinais para os mesmos. 
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Figura 92. Voltametria de pulso diferencial em meio de tampão fosfato após incubação com  

solução de complexo de cobre Cu(NO3)2(en)2 1,15 µmol L-1. (—) amostra 
negativa e (—) amostra de genótipo 1b. 

 

 



 

A Figura 93 apresenta um gráfico que resume os valores de corrente de pico 

para os distintos ensaios com as amostras negativas e positivas. Observou-se que 

os sinais analíticos para as amostras contendo genótipo do tipo 1 foram distinguíveis 

dos sinais para os ensaios de controle. A amostra contendo genótipo do tipo 3b 

forneceu sinal analítico na faixa de valores do ensaio de controle, indicando, então 

que o genossensor foi eficiente para detectar em amostras de soro sanguíneo o 

DNA relativo ao vírus da hepatite C, distinguindo entre genótipos específicos da 

viremia. 
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Figura 93. Valores da intensidade de corrente de pico em função de amostras positivas e 
negativas de HCV em soro sangüíneo. 

 
 
 

A diferença entre os valores de corrente de pico para amostras positivas e 

negativas foi muito mais pronunciada quando se compara com os valores para 

sequencias sintéticas. Este dado pode ser explicado, provavelmente pelo fato das 

sequencias amplificadas contidas no soro sanguíneo serem bem maiores que as de 

oligonucleotídeos comerciais, implicando em uma maior interação entre o composto 

indicador eletroanalítico e o material genético. Esta proposta implica na evidencia de 

que o complexo Cu(NO3)2(en)2 pode estar interagindo de distintas maneiras com o 

DNA em estudo. 

 
 
 
 
 
 



 

16 CONCLUSÕES  

A construção do CDtrodo com fita de galvanoplastia foi de fácil preparo, 

aumentando a versatilidade do uso destes sensores que podem ser aplicados em 

estudos em meio contendo álcool, por exemplo. As técnicas eletroanalíticas e 

microscópicas foram fundamentais para a caracterização deste CDtrodo modificado. 

A monocamada de ácido mercaptopropiônico apresentou pico de oxidação 

em potenciais próximos da região proposta para avaliação do sinal de oxidação da 

guanina. A cobertura de MPA foi estimada em valores acima de 30% sobre a 

superfície de ouro do CD, sendo suficiente para os procedimentos de imobilização 

propostos. O estudo relativo à ligação estreptavidina biotina tem demonstrado que 

os CDtrodos podem ser plataformas viáveis para modificações com monocamadas 

auto montadas, bem como para a construção de biossensores baseados em 

enzimas imobilizadas. A eficiente imobilização orientada da enzima HRP indica que 

o sistema poderia ser empregado para a construção de genossensores 

eletroquímicos, via imobilização orientada de oligonucleotídeos específicos 

previamente modificados com biotina. A monocamada construída com DNA tiolado 

foi de fácil preparo e caracterização, levando a um eficiente valor de cobertura de 

superfície (acima de 30%). A técnica de microscopia de fluorescência foi eficiente 

para o monitoramento da distribuição espacial da monocamada sobres a superfície 

de ouro e evidenciou a formação de aglomerados. A monocamada de DNA tiolado 

foi escolhida para os processos de imobilização do material genético. 

Os compostos azul de metileno, azul de meldola, Cu(NO3)2(en)2  e 

Cu(NO3)2(NN)2 apresentaram picos de oxidação em baixos potenciais quando 

comparados aos valores relativos a oxidação do DNA. Fortes processos de adsorção 

sobre o eletrodo foram evidenciados para os compostos estudados, exceto para o 

azul de metileno. A metodologia espectrofotométrica utilizada no presente estudo foi 

fundamental para propostas de entendimento da interação entre os compostos 

estudados e o DNA de Calf Thymus, indicando fortes processos de interação entre 

este material genético e os compostos azul de metileno e Cu(NO3)2(en)2. Acredita-se 

que o azul de metileno tenha interagido com o DNA de duas maneiras distintas, 

sendo por intercalação ou por atração eletrostática, dependendo da razão molar 

entre este a o DNA imobilizado. Já para o complexo é possível que este tenha 

interagindo com o DNA de distintas maneiras. 

 



 

O estudo com molécula de guanosina foi efetuado buscando o entendimento 

dos processos ocorrentes com a guanina. Embora a guanosina tenha sido detectada 

pela técnica de voltametria de pulso diferencial, o sinal da guanina não foi 

satisfatório quando se avaliou o material genético nativo, provavelmente por conta 

dos impedimentos estruturais que a mesma apresenta, estando presente na 

estrutura do DNA. Desta forma, o monitoramento do processo de hibridização via 

oxidação direta do DNA foi descartado para este estudo.  

O azul de metileno e o Cu(NO3)2(en)2 foram avaliados como indicadores 

eletroativos para o genossensor. O estudo de bloqueio da superfície do CDtrodo  

demonstrou que a solução de BSA/tween foi eficiente para evitar a interação do 

complexo de cobre com a superfície de ouro, minimizando as regiões disponíveis 

para esta interação. Para o azul de metileno este bloqueio não se fez necessário, 

visto que no tempo de incubação otimizado para o estudo, o azul de metileno não 

adsorveu sobre o eletrodo.  Os genossensores baseados na confirmação do 

processo de hibridização via indicadores eletroanalíticos foram capazes de distinguir 

entre diferentes genótipos de vírus da hepatite C, em amostras soro sanguíneo 

amplificadas, demonstrando a versatilidade do CDtrodo na construção de 

biossensores do tipo mono uso. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

17 PROPOSTAS 
 

Para trabalhos futuros, as seguintes propostas são sugeridas: 

 
 

I) Testar a real viabilidade do CDtrodo de fita em meio misto. 

 

II) Avaliar os possíveis processos de transferência eletrônica direta da 

enzima HRP sobre a monocamada de ácido mercaptopropiônico; 

 

III) Efetuar estudos de espectrofotometria de fluorescência e dicroísmo 

circular para melhor entendimento da interação entre o DNA e as 

moléculas estudadas. 

 

IV) Estudar o uso de espaçadores para a construção de monocamadas de 

DNA tiolado com melhor distribuição espacial; 

 

V) Aplicar a metodologia desenvolvida para um número maior de amostras de 

soro sanguíneo, determinando o valor de cut off e avaliando outros 

genótipos. 
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