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RESUMO 

A presente dissertação apresenta os estudos e os esforços dedicados ao 

desenvolvimento de uma plataforma sensorial eletroquímica para 

monitoramento em tempo real de oxigênio dissolvido, baseando-se na 

alteração de resistência elétrica do material nanocompósito de azopolímero 

e óxido de grafeno, para aplicações em meio biológico. O filme foi 

construído através de técnica de eletropolimerização sobre eletrodo de 

óxido de estanho dopado com flúor (FTO), formando um filme fino 

nanoestruturado com camadas alternadas de óxido de grafeno reduzido e 

o azopolímero de Bismark Brown Y (poli(azo-BBY)-rGO). A morfologia do

filme nanocompósito foi analisada por microscopia eletrônica de varredura 

(MEV) e microscopia de força atômica (AFM) revelando uma superfície 

rugosa e uniforme. A caracterização eletroquímica da plataforma sensorial 

foi realizada por técnica de espectroscopia de impedância eletroquímica 

(EIE), onde foram investigados os fenômenos interfaciais. Através de EIE 

foi verificado uma diminuição do valor de resistência de transferência de 

carga do sistema (ΔR = 47,05 kΩ) quando na presença de solução 

saturada de oxigênio dissolvido. O sensor quimioresistor de poli(azo-

BBY)-rGO demonstrou estabilidade nas respostas em uma ampla faixa de 

pH e apresentou resposta linear na faixa de concentração de 1,17 x10-5 a 

1,02 x10-3 com limite de detecção de 3,55 x10-7 mol L-1 a pH 7,4. Por fim, 

a plataforma sensorial foi aplicada no monitoramento do consumo de 

oxigênio mitocondrial em tecido retirado do músculo esquelético 

(gastrocnêmico) de ratos submetidos a fumo passivo e exercício resistido, 

permitindo obter a capacidade respiratória dos complexos que constituem 

a cadeia transportadora de elétrons. 

Palavras-chave: Sensor Quimioresistor. Filme Nanocompósito. Respiração 

Mitocondrial. Azopolímeros Condutores. Eletroquímica. 



ABSTRACT 

 

The present dissertation presents the studies and the efforts dedicated to 

the development of an electrochemical sensing platform for real time 

monitoring of dissolved oxygen, based on the alteration of electrical 

resistance of the azopolymer nanocomposite material and graphene oxide 

for biological applications. The film was constructed by 

electropolymerization technique on fluoride-doped tin oxide (FTO), forming 

a nanostructured thin film with alternating layers of reduced graphene oxide 

and Bismark Brown Y (poly(azo-BBY)-rGO). The morphology of the 

nanocomposite film was analyzed by scanning electron microscopy (SEM) 

and atomic force microscopy (AFM) revealing a rough and uniform surface. 

The electrochemical characterization of the sensory platform was performed 

by electrochemical impedance spectroscopy (EIS), where the interfacial 

phenomena were investigated. A decrease in the load transfer resistance 

value of the system (ΔR = 47.05 k) was observed in the presence of 

saturated solution of dissolved oxygen. The poly(azo-BBY)-rGO 

chemoresistor sensor demonstrated stability in the responses over a wide 

pH range and showed a linear response in the concentration range of 1.17 

x10-5 to 1.02 x10-3 with detection limit of 3.55 x10-7 mol L-1 at pH 7.4. Finally, 

the sensorial platform was applied to the monitoring of the mitochondrial 

oxygen consumption in tissue removed from the skeletal muscle 

(gastrocnemius) of passive smoking and resistance exercise, allowing to 

obtain the respiratory capacity of the complexes that constitute the electron 

transport chain 

 

Keywords: Chemiresistor Sensor. Nanocomposite Film. Mitochondrial 

Respiration. Azo polymer. Electrochemical Impedance Spectroscopy. 
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1. Introdução 

 

O avanço na investigação de sistemas biológicos está diretamente relacionado 

com o desenvolvimento da área de nanobiotecnologia. O uso de materiais 

molecularmente organizados somada às biomoléculas fazem emergir novas 

possibilidades para desbravar as interações e reações presentes em biossistema na 

compreensão das relações e interdependências das propriedades físico-químicas. 

Além disso, o estudo dessas interfaces permite a geração de dispositivos aplicados 

ao monitoramento redox em nano-célula. 

Dentre os diversos materiais inorgânicos e orgânicos, os polímeros condutores 

(PC) destacam-se por oferecerem versatilidade e processabilidade na construção de 

dispositivos nanoestruturados através de diferentes técnicas, incluindo a 

eletropolimerização e polimerização química. Também, destacam-se por 

disponibilizar um ambiente propício para a imobilização de entidades biológicas, tais 

como, enzimas, proteínas, organelas, células, bactérias e DNA.  

Tratando-se de polímeros condutores baseados em azobenzenos, há ainda a 

possibilidade de foto-isomerização e eletro-isomerização cis-trans dos grupos azo, 

conferindo propriedades únicas na eletrocatálise. 

Diante da capacidade de polimerização e da potencialidade dos polímeros 

condutores a base de azobenzenos, torna-se interessante investigar os processos 

eletroquímicos dos eletrodos modificados com filmes poliméricos π-conjugados de 

Bismarck Brown Y (4,4’-[1,3-phenylenedi(E)-2,1-diazenediyl]di(1,3-benzenediamine)).  

Em nosso grupo de pesquisa temos estudado a formação do poli(azo-Bismarck 

Y) e acreditamos que o presente projeto de pesquisa seja original e inovador na 

utilização das propriedades físico-químicas do polímero em estudo envolvendo 

organelas celulares. 
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2. Revisão Bibliográfica 

2.1. Quimioresistores 

Dentre as técnicas mais utilizadas na identificação e quantificação de espécies 

químicas nos mais diversos sistemas, os sensores eletroquímicos comumente 

destacam-se pela alta sensibilidade de detecção e relativo baixo custo de construção, 

em comparação as outras técnicas analíticas empregadas como sensores 

(WORDOFA et al., 2016). Dentre as classes de sensores eletroquímicos, os sensores 

baseados em quimioresistores são uma atraente plataforma para detecção química. 

O mecanismo de resposta destes sensores é baseado na mudança de resistência 

elétrica do material sensorial em resposta a mudança do ambiente químico (Figura 1) 

(LANGE; MIRSKY, 2011). 

  

Figura 1 – Representação esquemática do funcionamento básico de um quimioresistor. 

 

Fonte: Adaptado de (FRADEN, 2016). 

  

A resistência característica de um sistema é dependente tanto da geometria 

quanto da composição do material que o constitui (HAN; VANAMO; BOBACKA, 2016; 

LAUREYN et al., 2001; LEI et al., 2004). Nesse sentido, os quimioresistores 

apresentam uma diversidade na forma e na composição dos materiais empregados 

para a construção dos seus dispositivos. A configuração mais simples e mais 

comumente utilizada é a apresentada pela Figura 1, onde tem-se o material sensível 

depositado em meio a dois eletrodos separados por uma distância restrita e de valor 

determinado (LASIA, 2014; TAN et al., 2017; WEBSTER et al., 2015a). A resistência 



24 
 

é obtida através da aplicação de uma corrente ou voltagem constante (CA ou CD) e 

medindo-se a voltagem ou corrente resultante. 

 Outras configurações de quimioresistores incluem a incorporação de eletrodos 

de referência (LASIA, 2014). Essas formas são comumente denominados de 

configuração de 3 e 4 terminais. As medidas com 2 terminais são utilizadas para 

medidas de impedancia geral, quando seus valores de magnitudes são altos o 

suficiente para a resistência das conexões e a resistência interna não serem 

significativas. 

As medidas realizadas na configuração de 3 terminais são comumente 

utilizadas para medidas eletroquímicas em geral. Por apresentar controle sobre o 

potencial aplicado a célula, devido a insersão de um eletrodo de referência em sua 

configuração. 

A configuração de 4 terminais é aplicada a estudos com supercapacitores, 

ultracapacitores, baterias e células a combustíveis, por ser capaz de corrigir os erros 

nas leituras de impedância decorrentes da resistência interna do sistema, cabos e 

conexões. 

Quanto aos materiais, diversos estudos empregando as mais variadas classes 

de materiais foram utilizadas para o desenvolvimento de plataformas sensoriais 

baseadas no mecanismo de quimioresistor, tais como semicondutores de óxido 

metálico (JIANG et al., 2015), polímeros condutores (DOS REIS et al., 2010), 

metalopolimeros (HOLLIDAY; STANFORD; SWAGER, 2006), semicondutores 

orgânicos (HUANG et al., 2013), nanotubos de carbono e nanopartículas metálicas 

(WORDOFA et al., 2016).  

 Alizadeh e colaboradores desenvolveram um quiomioresistor para vapor de 

formaldeído utilizando grafeno imobilizado em poli(metil metacrilato) (PMMA) 

(ALIZADEH; SOLTANI, 2013). A construção do sensor se deu através da deposição 

de uma tinta de PMMA contendo grafeno sobre eletrodo de platina de dois terminais 

com distância de 0,1 mm. O mecanismo de detecção ocorre através da interação 

eletrostática dos oxigênios contidos no óxido de grafeno do filme de PMMA/GO com 

os hidrogênios contidos na molécula de formaldeído. O intervalo linear de resposta do 

sensor foi de 0,05 a 5 ppm e alcançou um limite de detecção de 0,01 ppm. 

 Tendo aplicação voltado para sistemas biológicos, Webster e colaboradores 

desenvolveram um quimioresistor para detecção de bactérias a partir de seus 

metabólitos (WEBSTER et al., 2015b). O sensor consistia de uma série de eletrodos 
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de interdigitado de ouro contendo nanopartículas de ouro funcionalizadas com 

diferentes espécies de moléculas contendo grupos tióis. Os estudos conduzidos 

demonstraram que o quimioresistor era capaz de descriminar 5 diferentes espécies 

bacterianas devido a padrões encontrados nas respostas do quimioresistor.  

Grande parte dos sensores quimioresistores reportados na literatura são 

limitados para detecção de gases (RIGONI et al., 2013). Enquanto pequena parte é 

dedicada a aplicação em sistemas contidos em solução (COOPER et al., 2014; 

OLEAN-OLIVEIRA; TEIXEIRA, 2018; TAN et al., 2016). 

 

2.2. Azo-polímeros 

Nas últimas décadas, diversos esforços têm sido concentrados em estudos 

relacionados à molécula de azobenzeno e seus derivados (LANGE; MIRSKY, 2011). 

Os azobenzenos são moléculas contendo dois anéis benzênicos ligados por meio de 

um grupo azo (N=N) (Figura 2). Eles são altamente coloridos e compõem o grupo 

nomeado de corantes FD&C1, representando a parcela de 60% da produção mundial 

de corantes (MERINO; RIBAGORDA, 2012). 

 

Figura 2 – Processo de foto-isomerização do azobenzeno. 

 

Fonte: Adaptado da referência (MERINO; RIBAGORDA, 2012). 

 

                                            
1 Do inglês food, drug and cosmetics 

Trans-azobenzeno 

 

Cis-azobenzeno 
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O grande interesse nos azobenzenos e seus derivados a nível tecnológico dar-

se-á principalmente pelas suas propriedades fotocrômicas (HE; WANG; ZHOU, 2002; 

WANG, 2017), as quais ocorrem devido a possibilidade da geração de isômeros cis-

trans estáveis baseados no grupo azo (-N=N-) através da incidência de uma fonte de 

luz. Esse fenômeno, denominado fotoisomerização, foi primeiramente estudado e 

publicado por G. S. Hartley em 1937 (HARTLEY, 1938). 

O isômero trans é cerca de 12 kcal mol-1 mais estável que a forma cis (DIAS et 

al., 1992; WANG, 2017), sendo essa a forma predominante em ambientes de baixa 

luminosidade e temperatura ambiente. Os compostos azobenzênicos são facilmente 

interconvertíveis em suas formas cis e trans por incidência de comprimentos de onda 

mais (UV próximo) e menos energéticos (região do visível), respectivamente. O tempo 

de fotoconversão de muitos compostos azobenzênicos são extremamente baixos, 

estando na casa de pico segundos. Mas o tempo de relaxação térmica da forma do 

isômero cis para trans pode chegar a escala de dias. 

A propriedade de fácil e rápida interconversão entre duas formas isoméricas 

estáveis faz dos compostos azobenzênicos materiais atrativos para desenvolvimento 

de interruptores moleculares2, os quais compõem máquinas moleculares3 (MERINO; 

RIBAGORDA, 2012; TEIXEIRA; BARSAN; BRETT, 2016a). Um exemplo de aplicação 

de um derivado de azobenzeno como interruptor molecular foi apresentada por 

Trauner, Kramer e colaboradores para controle de canais de K+ em células neurais 

(BANGHART et al., 2004). 

Na Figura 3 tem-se a representação esquemática adaptada do trabalho de 

Trauner, onde há um composto azobenzênico que contém um grupo terminal de sal 

de amônio quartenário, localizado ao final do canal. Em sua forma trans, a passagem 

dos íons K+ é bloqueada pelo grupo terminal existente no grupo azobenzeno (1). 

Quando irradiado por luz de comprimento de onda de 380 nm, este assume a forma 

cis, recolhendo o grupo terminal amônio, desobstruindo o canal e permitindo a 

passagem dos íons K+ (2). 

Outros trabalhos são encontrados com aplicações semelhantes em sistemas 

biológicos, incorporando azobenzenos em uma variedade de moléculas com 

atividades biológicas visando o controle espacial e temporal de seus processos 

biológicos através da irradiação de luz. 

                                            
2 Do inglês molecular switches 
3 Do inglês molecular machine 
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Figura 3 – Aplicação do mecanismo de foto-isomerização de um azocomposto para controle 
de abertura e fechamento de canal de transporte de íons. 

 
Fonte: Adaptado de (BANGHART et al., 2004). 

 

Suas aplicações não se limitam apenas a sistemas biológicos, sendo também 

utilizado como dispositivos de captura seletiva de íons. A exemplo, Shinkai e 

colaboradores construíram um dispositivo baseado em azobenzeno para captura 

seletiva de íons Rb+ e Cs+ (SHINKAI et al., 1983). A estrutura molecular foi associada 

pelos autores como a de uma borboleta (Figura 4), onde com a irradiação de uma 

fonte de luz de comprimento de onda de 360 nm tem-se o fechamento de suas “asas” 

capturando o cátion em questão. Segundo os autores, a habilidade do composto de 

captura decresce com a diminuição do raio iônico do cátion (Na+ < K+ < Rb+ < Cs+). 

 Algumas outras aplicações dos compostos derivados de azobenzenos se 

estendem para células solares sensibilizadas por corantes (KAKIAGE et al., 2014; MA 

et al., 2015; ZHANG et al., 2013), dispositivos eletrônicos e ópticos (BANDARA; 

BURDETTE, 2012; WEI et al., 2015). Seu emprego também se estende para a 

construção de cadeias poliméricas, compondo a classe dos azo-polímeros e 

ampliando ainda mais suas possibilidades de aplicações tecnológicas (WANG, 2017). 

(1) (2) 
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Figura 4 – Mecanismo de foto-isomerização para aplicação em um sistema de captura e 
carregamento de íons. 

 

Fonte: Adaptado de (SHINKAI et al., 1983). 

 

Azo-polímero pode ser definido como uma macromolécula construída através 

de ligação covalente de um grande número de pequenas unidades contendo o grupo 

azo (N=N). Assim como os derivados de azobenzeno, os azo-polímeros são coloridos 

devido a capacidade de absorver luz visível do espectro eletromagnético (WANG, 

2017). Com o designer adequado, alterando a extensão da cadeia polimérica, 

adicionando-se grupos doadores ou aceptores de elétrons, pode-se obter uma gama 

completa de cores espectrais com os azo-polímeros. 

 O grande interesse em relação aos azo-polímeros se encontra na intersecção 

das vantagens apresentadas pelos polímeros condutores (PC) e dos compostos 

azobenzênicos. Uma vez que azo-polímeros contendo cadeias -conjugadas são os 

únicos polímeros condutores capazes de apresentar propriedades de fotoresposta. 

Assim, diversas pesquisas são voltadas para aplicação de azo-polímeros em sistemas 

fotoanisotrópicos, transporte de massa fotoinduzidos, Elastômeros de cristal líquido 

fotossensíveis, dentre outras (WANG, 2017).  
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2.3. Bismarck Brown Y 

O azo-corante Bismark Brown Y (4,4'-[1,3-Fenilenobis(azo)]-bis[1,3-

fenildiamina] segundo a classificação da IUPAC) é um dos primeiros corantes 

baseados em anilina reportados na literatura, e sua síntese foi descrita pela primeira 

vez em 1863 por Carl Alexander Von Martius (BYERLY, 1953). 

O corante Bismark Brown Y foi principalmente utilizado na coloração de tecidos, 

cultivo de células, cartilagens e DNA, para fins de estudos histológicos. Ainda como 

corante, também teve utilização no tingimento de celulose (BYERLY, 1953). 

Sua estrutura química simétrica apresenta dois grupos azo (sendo classificado 

como um diazo) e duas aminas terminais (Figura 5), desempenhando papel 

fundamental para a formação do filme polimérico poli(azo-Bismark Brown Y) 

(TEIXEIRA; BARSAN; BRETT, 2016a). 

 

Figura 5 – Estrutura molecular do azo corante Bismark Brown Y. 

 

Fonte: Autoria própria. 

 

Além do mais, recentemente, em trabalhos desenvolvidos no Grupo de 

Pesquisa em Eletroanalítica e Sensores (GPES) do Prof. Dr. Marcos F. S. Teixeira,  

foram realizadas investigações das propriedades dos azopolímeros, visando sua 

aplicação como plataformas sensoriais (TEIXEIRA; BARSAN; BRETT, 2016a). 

Durante um dos estudos (TEIXEIRA; BARSAN; BRETT, 2016a), foi 

demonstrado que é possível obter a formação do filme polimérico sobre substrato 

condutor de óxido de estanho dopado com flúor (FTO) utilizando técnica de 

eletropolimerização. Através do uso da técnica de eletropolimerização, foram 

alteradas as características morfológicas, e consequentemente físico-químicas, do 

filme durante sua síntese através da variação do número de ciclos de potencial 

aplicado. Verificando uma maior incidência de espécies cis a partir de 90 ciclos de 
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potenciais. O filme formado possui extensa cadeia -conjugada, a qual exibe alta 

sensibilidade a pequenas perturbações causadas sobre sua estrutura. Tais 

perturbações refletem nos valores de resistência de transferência eletrônica do 

material. Foi mostrado também que o grupo azo possui grande afinidade para o 

oxigênio molecular, reagindo de forma seletiva a este gás oxidante. 

 

2.4.  Nanocompósitos baseados em Grafeno-Polímeros Conjugados 

Materiais compósitos são materiais constituídos de dois ou mais materiais 

visando obter vantagens das melhores propriedades e características de cada um dos 

seus constituintes (POTTS et al., 2011; ZHANG et al., 2015). 

Com o advento das pesquisas em nanotecnologia, o estudo de materiais 

compósitos em escala nano se intensificou recebendo a classificação de 

nanocompósitos. Dentre os mais diversos materiais utilizados para formação dos 

nanocompósitos, aqueles os quais empregam o grafeno e seus derivados estão 

recebendo especial atenção em pesquisas nas mais diversas áreas devido a suas 

excelentes propriedades físicas e químicas (JIANG et al., 2012; SANGHAVI et al., 

2014; YANG et al., 2015).  

 O grafeno (G) é constituído de uma única camada de átomos de carbono sp2, 

arranjados em forma hexagonal (Figura 6) (PARK; RUOFF, 2009; ZHU et al., 2010).  

 

Figura 6 – Estrutura química do grafeno. 

 

Fonte: Sigma Aldrich (2018). 
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 O primeiro estudo publicado contendo a síntese e caracterização de uma 

monocamada de grafeno foi feita por Novoselov e colaboradores, em 2004, sendo o 

marco inicial do crescimento exponencial das pesquisas baseadas no grafeno 

(NOVOSELOV et al., 2004). 

O desenvolvimento de materiais compósitos baseados em grafeno incluem a 

utilização de materiais inorgânicos, cristais orgânicos, estruturas organometálicas 

(MOFs)4, biomateriais e polímero (HUANG et al., 2012a) e são intensivamente 

explorados em aplicações como baterias(PUMERA, 2011), supercapacitores (LIU et 

al., 2010), células a combustível (ZHOU et al., 2014), dispositivos fotovoltaicos (LIU et 

al., 2008), plataformas sensoriais (HUANG et al., 2011), dentre outras. 

 Em especial, o desenvolvimento de compósitos baseados em grafeno-

polímeros demonstra grande potencial em diversas aplicações, como eletrocatálise, 

carregamento de drogas5, supercapacitores, biossensores e materiais biomédicos 

(PUNETHA et al., 2017; WANG et al., 2016).  

O desenvolvimento desses materiais frequentemente esbarra em dois desafios, 

o comportamento de dispersão e a interação interfacial entre o grafeno e o polímero, 

sendo esses fatores decisivos nas propriedades finais do nanocompósito grafeno-

polímero.  

A extensa rede -conjugada apresentada pelo grafeno pode apresentar grande 

dificuldade de adesão de outras espécies em sua superfície, devido a inercia química 

que a mesma apresenta. Outro ponto é quanto a restrição das folhas de grafeno 

formar suspensões uniformes na presença de determinados solventes, levando a 

agregação de suas folhas. Como forma de solucionar tais problemas, a modificação 

do grafeno a óxido de grafeno (Figura 7) se apresenta como solução para esse viés 

(KIM; ABDALA; MACOSKO, 2010). 

 O óxido de grafeno (GO) (Figura 7A), sendo a mais importante espécie derivada 

do grafeno, possui em sua estrutura diversos grupos funcionais oxigenados, como 

hidroxila, epóxi, carbonila e carboxila (GAO, 2015). Apresentando maior reatividade e 

maior estabilidade em solventes polares como água devido a possibilidade de ligações 

de hidrogênio. A desvantagem do óxido de grafeno é quanto a sua condutividade 

eletrônica diminuir significativamente comparado ao grafeno.  

                                            
4 Do inglês Metal Organic framework.  
5 Do inglês Drug Delivery. 
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Contudo, o GO pode ser facilmente reduzido através de processos químicos ou 

eletroquímicos, gerando o óxido de grafeno reduzido (rGO), o qual retoma sua 

característica de elevada condutividade eletrônica (Figura 7B). 

 

Figura 7 – Estrutura química do (A) óxido de grafeno (GO) e (B) óxido de grafeno reduzido 
(rGO). 

 

 

 

 

Fonte: Sigma Aldrich (2018). 

 

 

  

(A) 

(B) 
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2.5. Mitocôndria 

Mitocôndrias são organelas encontradas em células eucarióticas e seu papel 

metabólico é crucial para o funcionamento celular. Sua função celular vai além da 

produção de energia (gerada na forma de Trifosfato de Adenosina - ATP), a 

mitocôndria também age na termogênese, síntese de esteroides e apoptose 

(SHAMSIPUR et al., 2017). A regulação do metabolismo energético pela mitocôndria 

é feita através da produção de ATP pela oxidação de substratos orgânicos através do 

ciclo de Krebs, e a maior parte da energia produzida pela mitocôndria ocorre na cadeia 

transportadora de elétrons. A cadeia transportadora de elétrons consiste de um 

sistema redox contendo quatro complexos proteicos, localizados na membrana interna 

da mitocôndria (Figura 8) (SCHEFFLER, 2008). 

 

Figura 8 – Representação esquemática da membrana interna da mitocôndria contendo a 
cadeia respiratória mitocondrial demonstrando o mecanismo de fosforilação oxidativa. 

 

Fonte: Adaptada de (SILVA; OLIVEIRA, 2018). 

 

Os complexos I e II recolhem elétrons através da oxidação de NADH 

(nicotinamida adenina dinucleotídeo) e succinato produzidos no ciclo de Krebs. 

Subsequentemente, os complexos transferem os elétrons adquiridos para o complexo 

III através da molécula de ubiquinona, uma coenzima (coenzima Q) que se locomove 

dentro da membrana interna. O complexo III transfere os elétrons para o complexo IV 
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através de uma proteína localizada na parte externa da membrana interna, chamada 

citocromo c. Na cadeia final, o citocromo c promove a redução do oxigênio molecular 

a água nesse processo. A eficiência da produção energética da mitocôndria está 

diretamente relacionada com a presença de oxigênio. A baixa concentração de 

oxigênio celular, causada por uma alteração em qualquer mecanismo de transporte 

de oxigênio, gera a redução da produção energética levando ao estado de hipóxia e 

consequente a morte celular. A insuficiência de oxigênio mitocondrial é indicio de uma 

alteração estrutural e funcional de células, tecidos e órgãos que estão em condições 

patológicas (GIROUD et al., 2013; GNAIGER et al., 1995; SONAM et al., 2017). 

A imobilização de mitocôndrias em eletrodos sólidos tem se intensificado nos 

últimos anos (MALTZMAN; MINTEER, 2012). O principal motivo para isto é a relativa 

facilidade em trabalhar com esta organela, uma vez que, todas as enzimas 

necessárias se encontram na matriz mitocondrial. Além disso, a mitocôndria apresenta 

boa estabilidade físico-química comparada a maioria dos materiais biológicos 

empregados. Parte dos trabalhos são dedicados ao emprego da mitocôndria para o 

desenvolvimento de biocélulas a combustível (ARECHEDERRA; BOEHM; MINTEER, 

2009; ARECHEDERRA; MINTEER, 2008; BHATNAGAR et al., 2011).  

As principais vantagens das biocélulas mitocondrial são a realização da 

oxidação completa dos combustíveis, evitando o desperdício e gerando resíduos não 

tóxicos; e o tempo de vida útil ser superior em comparação as enzimáticas. Outra 

vantagem da mitocôndria na construção de biocélula de combustível é a alta 

densidade energética (~0,1 mW/cm²) em relação a uma base enzimática (~0,001 

mW/cm²) (ARECHEDERRA; MINTEER, 2008; MOEHLENBROCK et al., 2010).  

Archendera e Minteer estudaram o desempenho de um eletrodo de carbono 

modificado com polimetileno em interface a um filme de Nafion® contendo 

mitocôndrias (ARECHEDERRA; BOEHM; MINTEER, 2009). O eletrodo modificado 

demonstrou bons resultados de densidade energética para biocélulas, alcançando o 

valor de 0,203 mW/cm². O eletrodo também se mostrou eficiente quanto a completa 

oxidação do combustível utilizado no estudo (piruvato). 

Outra parte dos trabalhos reportados na literatura é dedicada a aplicação das 

mitocôndrias como biosensores (DE MICHELE; CARIMI; FROMMER, 2014). Suas 

aplicações se mostram viáveis tanto para monitoramento de biomoléculas quanto para 

monitoramento ambiental, sendo reportado sensores mitocondriais para ATP 
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(NAKANO et al., 2011), NADH (ZHAO et al., 2011) e para espécies reativas de 

oxigênio (ROS – do inglês Reactive oxygen species) (MARCU et al., 2012).  

Em relação aos transdutores eletroquímicos, são poucos os trabalhos que 

reportam seu emprego. Dentre os estudos, Maltzman (MALTZMAN; MINTEER, 2012) 

reportou o desenvolvimento de um sensor voltamétrico baseado em eletrodo 

modificado com mitocôndria como sensor para pesticida, tendo alcançado valores de 

limite de detecção de 3 ppb. Girouse utilizando um eletrodo de pasta de carbono 

contendo a organela, estudou sua aplicação como sensor eletroquímico para ácido 

glutâmico em amostras de frango (GIROUSI et al., 2001).  
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3. Objetivo 

O principal objetivo do presente trabalho de pesquisa é o desenvolvimento de 

um sensor quimioresistor para oxigênio baseado em filme nanocompósito de poli(azo-

Bismark Brown Y)-rGO e seu emprego no monitoramento do consumo de oxigênio 

mitocondrial em tecido extraído do músculo esquelético de ratos fumantes passivos 

após exercício físico e em ratos controles. 

 

4. Materiais e Métodos 

4.1. Reagentes 

4.1.1. Reagentes utilizados durante os estudos de formação do filme e 

desenvolvimento do sensor quimioresistor 

 

Os reagentes utilizados durante os estudos de otimização do filme 

nanocompósito são reagentes comerciais de alta pureza, descriminados através da 

Tabela 1. 

 

Tabela 1 - Especificações dos reagentes utilizados no desenvolvimento do projeto. 

Reagente Formula/Sigla Marca Pureza 

4,4'-[1,3-Fenilenobis(azo)]-bis[1,3-

fenildiamina] (Bismarck Brown Y) 
BBY Sigma-Aldrich 99% 

Óxido de Grafeno GO Sigma-Aldrich 99% 

Ácido Clorídrico HCl Sigma-Aldrich ACS 

Cloreto de Potássio KCl Synth 99% 

Dihidrogenofosfato de Sódio NaH2PO4 Merck 99% 

Hidrogenofosfato Dissódico Na2HPO4 Merck 99% 

Hidróxido de Potássio KOH Vetec 98% 

Sulfito de Sódio Na2SO3 Sigma-Aldrich 99% 

Gás Oxigênio O2 White Martins 99,9% 

Gás Nitrogênio N2 White Martins 99,8% 
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4.2. Soluções 

4.2.1. Solução de Eletropolimerização do Filme Nanocompósito de poli(azo-

BBY)-rGO 

A solução para a formação do filme nanocompósito foi preparada baseada no 

trabalho de Teixeira e colaboradores (TEIXEIRA; BARSAN; BRETT, 2016a). Em um 

balão volumétrico âmbar de 25 mL, foram adicionadas alíquotas de uma suspensão 

de GO. Após, adicionou-se lentamente água deionizada até seu volume ocupar 

metade do balão volumétrico. Pesou-se 0,1050 g do monômero BBY e transferiu-se o 

conteúdo para o balão contendo a suspensão de óxido de grafeno diluída. Completou-

se o volume do balão volumétrico e o mesmo foi levado a banho de ultrassom por 10 

minutos. 

 

4.2.2. Solução de Cloreto de Sódio (KCl) 

Os estudos eletroquímicos foram conduzidos em solução de KCl 0,50 mol L-1 

pH 2,0. Esta solução apresenta o valor ideal de pH para verificação dos processos 

redox envolvendo o filme polimérico de Bismark Brown Y de acordo com Teixeira e 

colaboradores (2016). O valor de pH da solução foi pH ajustado para 2,0 com adição 

de HCl concentrado e seu valor sendo monitorado com o auxílio de um pHmetro (781 

pH/íon Meter – Metrohm). Antes de realizar as medidas eletroquímicas a solução foi 

saturada com gás N2 por um tempo mínimo de 15 minutos para retirada total do O2 

dissolvido devido o filme polimérico de Bismarck Brown Y apresentar resposta seletiva 

para o gás O2. 

4.2.3. Solução Tampão Fosfato (STF) 

A solução STF apresenta condições que mimetizam o ambiente celular, sendo 

escolhida para os estudos que precederam a aplicação em amostra real. Assim, a 

solução de STF 0,05 mol L-1 foi preparada através da adição de 10 mmol L-1 de 

Na2HPO4, 40 mmol L-1 de NaH2PO4 e 100 mmol L-1 de NaCl. Seu pH foi ajustado para 

7,4 utilizando soluções de HCl e NaOH concentrado com auxílio de um pHmetro (781 

pH/íon Meter – Metrohm). 
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4.2.4. Solução de Sulfito de Sódio (Na2SO3) 

Para a construção das curvas analítica de oxigênio dissolvido, foi utilizada a 

adição padrão de alíquotas de sulfito de sódio 0,10 mol L-1. O preparo da solução foi 

realizado no dia da construção da curva analítica, a partir da dissolução de 0,252 g de 

sulfito de sódio em 20 ml de solução de KCl 0,50 mol L-1 ou STF 0,05 mol L-1, 

desaeradas através do borbulho do gás N2 por um tempo mínimo de 15 minutos. Após 

a solução foi devidamente tampada e mantida sob atmosfera de N2 durante as adições 

4.2.5. Solução de Respiração Mitocondrial 

A aplicabilidade do sensor foi baseada em protocolos que avaliam o 

desempenho das atividades mitocondriais (Gnaiger 2005; Kuznetsov et al. 2008; Li e 

Graham 2012). As medições do consumo de oxigênio foram feitas pela incubação do 

tecido em tampão de respiração mitocondrial contendo 0,50 mmol L-1 de EGTA, 3,0 

mmol L-1 de MgCl2, 60 mmol L-1 de ácido lactobiônico, 20 mmol L-1 de taurina, 10 mmol 

L-1 de KH2PO4, 20 mmol L-1 HEPES, 0,11 mol L-1 de D-sacarose e 1 g L-1 de BSA a 

37°C e após, foi realizada a titulação seguindo o protocolo acima citados. 

 

4.3. Caracterização Morfológica 

4.3.1. Caracterização por Microscopia Eletrônica de Varredura 

As imagens dos eletrodos construídos foram obtidas através de Microscópio 

Eletrônico de Varredura (MEV) Carl Zeiss modelo EVO LS15 equipado com detector 

de elétrons secundários (SE) em alto vácuo e temperatura constante. 

4.3.2. Caracterização por Microscopia de Força Atômica 

As análises topográficas dos eletrodos construídos foram realizadas por um 

microscópio de força atômica (AFM) da marca Nanoscope modelo IIla1, operando no 

modo contato intermitente (tapping). A análise das imagens de AFM para obtenção 

dos parâmetros de rugosidade e espessura foram obtidos pelo software Gwyddion 

2.51. 
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4.4. Caracterização de Espectroscopia de Ultravioleta na Região do Visível 

A caracterização via espectroscopia de ultravioleta na região do visível (UV-

Vis) foi realizada em um espectrofotômetro PerkinElmer modelo Lambda 25 de feixe 

duplo. O experimento foi realizado posicionando-se o eletrodo de FTO recoberto com 

o filme nanocompósito de poli(azo-BBY)-rGO no equipamento e aplicado-se um 

intervalo espectral na amostra de 300 a 650 nm. O limite de 300 nm aplicado para 

intervalo espectral foi determinado baseando-se na faixa de absorção do eletrodo de 

FTO. 

4.5. Medidas Eletroquímicas 

4.5.1. Célula Eletroquímica 

As medidas eletroquímicas foram realizadas em uma célula eletroquímica 

convencional de três eletrodos, utilizando eletrodo de calomelano saturado (ECS) 

como eletrodo de referência, eletrodo de fio de platina como eletrodo auxiliar e 

eletrodo de óxido de estanho dopado com flúor (FTO) como eletrodo de trabalho. Para 

as medidas voltamétricas, foi utilizado o potenciostato/galvanostato µ-autolab tipo III 

(Metrohm/Pensalab) gerenciado pelo software NOVA 2.1. Para as medidas utilizando 

espectroscopia de impedância eletroquímica, foi utilizado o equipamento PalmSens3 

conectado à célula eletroquímica convencional de três eletrodos gerenciados pelo 

software PSTrace 5.4. 

 

4.5.2. Voltametria Cíclica 

4.5.2.1. Eletropolimerização 

 

Os filmes de poli(azo-BBY)-rGO foram construídos baseando-se no estudo 

apresentado por Teixeira e colaboradores (TEIXEIRA; BARSAN; BRETT, 2016a). A 

formação do filme nanocompósito foi feita através de técnica de eletropolimerização 

utilizando janela de potencial de -0,30 a +1,0 V (vs. ECS) em solução contendo o 

monômero Bismarck Brown Y (BBY) e óxido de grafeno (GO) em atmosfera de N2. 

Após a construção dos filmes, os mesmos eram lavados em abundância com água 

deionizada afim de retirar possíveis monômeros adsorvidos sobre o filme 
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nanocompósito. Após, foram estocados em recipiente plástico com a face condutora 

do eletrodo para cima. 

 

4.5.2.2.  Avaliação do Desempenho Eletroquímico do Filme de Poli(azo-BBY)-

rGO 

 

As caracterizações eletroquímicas por voltametria cíclica foram conduzidas em 

solução de KCl 0,50 mol L-1 em uma janela de potencial de -0,30 a +1,0 V (vs. ECS), 

utilizando velocidade de varredura de 25 mV s-1 e 3 ciclos de potenciais. Apenas o 

terceiro ciclo foi utilizado para o estudo do desempenho eletroquímico, após 

confirmação da sua estabilização em comparação ao segundo ciclo de potencial. 

 

4.5.3. Espectroscopia de Impedância Eletroquímica 

4.5.3.1. Caracterizações Eletroquímicas em Soluções de KCl e STF 
 

Para as medidas de EIE utilizando varredura de frequência, a célula 

eletroquímica foi introduzida em uma gaiola de Faraday devidamente aterrada. Após, 

aplicava-se um sinal de perturbação senoidal de 10 mV de amplitude, potencial 

aplicado de -0,30 V e +0,30 V (vs. ECS) em uma janela de frequência de 50 kHz a 0,1 

Hz, e anotando 10 passos por dec. Os ajustes matemáticos dos modelos de circuito 

equivalentes utilizados para análise dos espectros foram obtidos através do software 

ZPlot 2.4. e EIS Spectrum Analyser. Os potenciais aplicados foram definidos através 

do voltamograma cíclico para avaliar o polímero em sua forma reduzida e oxidada. 

 

4.5.3.2. Construção da Curva Analítica Utilizando Cronoimpedância 

 

As medidas utilizando cronoimpedância foram realizadas em gaiola de Faraday 

devidamente aterrada aplicando frequência fixa de 0,1 Hz, sinal de perturbação 

senoidal de 10 mV e potencial aplicado de -0,30 V (vs. ECS). A solução de STF 0,05 

mol L-1 foi saturada com o gás O2 e após foi mantida sob atmosfera de N2. As adições 

de padrão foram então realizadas com o auxílio de micropipeta Digipet®. O tempo 

utilizado para as adições foi em função da estabilização do sinal de impedância 

durante a medida. As medidas foram conduzidas sem agitação mecânica ou 
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magnética. As concentrações de oxigênio dissolvido foram confrontados com os 

obtidos através de um aparelho comercial da marca HANNA modelo HI9147. 

 

4.5.3.3. Aplicação do Sensor Quimioresistor em Amostra Real 

 

As medidas de monitoramento do consumo de oxigênio em tempo real em 

amostra real foram realizadas em gaiola de Faraday devidamente aterrada aplicando 

frequência fixa de 0,1 Hz, sinal de perturbação senoidal de 10 mV e potencial aplicado 

de -0,30 V (vs. ECS) em solução de respiração mitocondrial a 37ºC. As taxas 

respiratórias de ROTINA (R), LEAK (L) e OXPHOS (P) foram calculadas pela média 

das três últimas medições após atingir um estado estacionário. A ROTINA foi obtida 

após a adição do tecido, LEAK após adição de 5 mmol L-1 de piruvato, e OXPHOS 

após adição de 5 mmol L-1 de ADP e 10 mmol L-1 de succinato. Todas as medidas 

foram registradas a 37°C. 

 

4.6. Comitê de Ética em Uso Animal (CEUA) 

O estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Uso Animal (CEUA) da UNESP 

- Campus Presidente Prudente, protocolo nº 12/2017, seguindo as Diretrizes 

Nacionais do Colégio Brasileiro de Experimentação Animal e as Diretrizes Nacionais 

de Uso Ético de Animais em Pesquisa. Os animais (ratos Wistar machos) foram 

divididos em 4 grupos: controle (C), exercitado (E), fumante (F) e fumante/exercitado 

(FE). Todos os animais foram submetidos a jejum de 6h antes da eutanásia por 

administração intraperitoneal de anestésico tiopental sódico (60 mg/kg de peso 

corporal) após a remoção do músculo esquelético gastrocnêmico. A análise das 

mitocôndrias funcionais foi realizada pela saponinação das fibras musculares in situ, 

sem o isolamento das organelas (Kuznetsov et al. 2008). 
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5. Resultados e Discussão 

5.2.  Otimização do Filme Nanocompósito de Azo-polímero/Grafeno 

5.2.1. Estudo da Influência do Óxido de Grafeno 

Na Figura 9 são apresentados os voltamogramas cíclicos das 

eletropolimerizações referentes aos filmes poliméricos formados com e sem óxido de 

grafeno, denominados de poli(azo-BBY)-rGO e poli(azo-BBY) respectivamente. 

 

Figura 9 - Voltamogramas cíclicos para a eletropolimerização dos filmes de poli(azo-BBY) (A) 
e poli(azo-BBY)-rGO (B) sobre eletrodo de FTO, aplicando 100 ciclos de potenciais em 
velocidade de varredura de 100 mV s-1. Linha vermelha = 1° ciclo e linha azul = 100° ciclo. T 
= 25°C e atmosfera de N2. 
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Os filmes foram construídos baseados nos parâmetros apresentados por 

Teixeira e colaboradores (TEIXEIRA; BARSAN; BRETT, 2016b), com a finalidade de 

verificar a influência do óxido de grafeno na etapa de eletropolimerização do filme 

polimérico de Bismarck Brown Y. 

Analisando os voltamogramas cíclicos foi possível verificar a similaridade dos 

filmes quanto a forma e comportamento eletroquímico durante as sucessivas 

varreduras de potenciais. Foi verificado com o aumento do número de ciclos de 

potenciais aplicados que há um incremento da magnitude de corrente em ambos os 

sistemas. O comportamento de incremento dos valores de corrente é típico indicativo 

da formação do filme polimérico sobre a superfície do eletrodo (DUBAL et al., 2012; 

JANATA; JOSOWICZ, 2003; SANGIORGI; SANSON, 2017; ZHANG et al., 2015). No 

último ciclo, verificou-se as maiores diferenças entre os dois filmes poliméricos 

formados. O filme de poli(azo-BBY) (Figura 9A) apresentou um pico de potencial na 

varredura anódica em 0,57 V vs. ECS (IA), associado a oxidação do grupo azo 

presente no polímero, e um pico de potencial na varredura catódica em 0,02 V vs. 

ECS (IIA), associado a redução dos sítios azo do filme polimérico formado (OLEAN-

OLIVEIRA; TEIXEIRA, 2018; TEIXEIRA; BARSAN; BRETT, 2016a). Para o filme de 

poli(azo-BBY)-rGO (Figura 9B), esses mesmos picos foram observados mas com 

maior definição. 

Após a formação dos filmes poliméricos por eletropolimerização, os mesmos 

tiveram seu comportamento eletroquímico investigado em solução de                             

KCl 0,50 mol L-1 (pH = 2,0). Na Figura 10 notou-se que ambos os filmes apresentaram 

o par redox característico do filme polimérico de poli(azo-BBY) (Epa ≈ 0,28 e Epc ≈ 0,16 

V vs. ECS), os quais são atribuídos para a oxidação e redução dos sítios ativos azo 

(Equação 1) (OLEAN-OLIVEIRA; TEIXEIRA, 2018; TEIXEIRA; BARSAN; BRETT, 

2016a). 

  

 

 

Pelo voltamograma, também foi possível observar um incremento dos valores 

de corrente anódica e catódica do filme de poli(azo-BBY)-rGO de aproximadamente 
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34% em comparação ao filme de poli(azo-BBY), revelando uma influência direta da 

presença do grafeno na resposta eletroquímica do filme de poli(azo-BBY)-rGO. 

O aumento dos valores de corrente proporcional durante toda a extensão do 

voltamograma demonstra um aumento da contribuição da corrente capacitiva, sendo 

um comportamento típico encontrado em eletrodos modificados com óxido de grafeno 

reduzido (HUANG; LI; SHI, 2014; SUN; SHI, 2013). 

 

Figura 10 - Voltamogramas cíclicos para a resposta eletroquímica em solução de                            
KCl 0,50 mol L-1 (pH = 2,0) a 25 mV s-1 dos filmes de: (a) poli(azo-BBY)-rGO e (b) poli(azo-
BBY), sintetizados com 100 ciclos de potenciais e velocidade de varredura de 100 mV s-1. T 
= 25°C e atmosfera de N2. 
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5.2.2. Variação da Velocidade de Varredura na Etapa de Eletropolimerização do 

Filme Nanocompósito de poli(azo-BBY)-rGO 

A velocidade de varredura desempenha papel fundamental na formação dos 

filmes poliméricos durante a eletropolimerização. Esse parâmetro exerce influência 

direta nas características estruturais do filme polimérico e consequentemente 

influenciando em sua resposta eletroquímica (VOROTYNTSEV; ZINOVYEVA; 

KONEV, 2010). 

Nesse estudo, verificou-se a melhor velocidade de varredura na etapa de 

eletropolimerização dos filmes de poli(azo-BBY)-rGO fabricados pela aplicação de 

velocidades de varredura que variaram de 10 a 100 mV s-1. A resposta voltamétrica 

para os diferentes eletrodos sintetizados com diferentes velocidades de varredura 

durante a eletropolimerização foram avaliadas em solução de KCl 0,50 mol L-1            

(pH = 2,0) e são apresentados na Figura 11. 

 

Figura 11 – Respostas voltamétricas em solução de KCl 0,50 mol L-1 (pH 2,0) e atmosfera de 
N2 para os filmes formados com 10 ciclos de potenciais em velocidades de 10 (A), 25 (B), 50 
(C) e 100 mV s-1 (D). v = 25 mVs-1. 
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Verificou-se uma diminuição da definição do par redox para os filmes 

sintetizados com maiores velocidades de varredura. Para o filme formado com 

velocidade de varredura aplicada de 10 mV s-1, foi observado um par redox bem 

definido, com magnitudes de correntes anódica e catódica equivalentes e uma 

diferença de potencial de pico (ΔEp = Epa - Epc) de 0,10 V, revelando ser um sistema 

reversível (BARD; FAULKNER, 2010).  

Através da Tabela 2, foi verificado para o filme sintetizado a 25 mV s-1, que não 

houve alteração no valor de variação de potencial de pico (ΔEp), mas há uma 

diminuição do valor de corrente anódica. O filme de 50 mV s-1 apresenta a maior 

diminuição nos valores de corrente de pico, mas demonstra uma ligeira diminuição 

dos valores de ΔEp. 

O filme formado sob aplicação de 100 mV s-1 apresentou a maior alteração 

quanto a forma do voltamograma. O filme exibiu picos de potenciais com baixa 

resolução e um aumento no valor de diferença de potencial de pico (ΔEp). Tal 

comportamento revela a necessidade de quantidades de energias maiores para se 

obter a oxidação e redução dos sítios ativos azo (BARD et al., 2000). 

 

Tabela 2 – Dados eletroquímicos obtidos a partir do estudo voltamétrico em solução aquosa 
de KCl 0,50 mol L-1 (pH = 2,0) para os diferentes filmes sintetizados com 10 ciclos de 
potenciais em diferentes velocidades de varredura aplicado. 

Velocidade de 

Varredura na 

Eletropolimerização 

Ipa Ipc Epa Epc ΔEp Γ6 

μA mV nmol cm-2 

10 7,36 -7,76 28 18 10 0,565 

25 6,04 -7,29 28 18 10 0,099 

50 2,98 -3,25 26 19 07 0,009 

100 9,22 -5,90 54 17 37 0,004 

 

Os filmes formados em diferentes velocidades de varredura foram investigados 

por espectroscopia de impedância eletroquímica (EIE) (Figura 12). Para investigação 

utilizando EIE, foram aplicados potenciais de -0,30 e +0,30 V (vs. ECS) durante a 

varredura de frequências em solução aquosa de KCl 0,50 mol l-1 (pH = 2,00). 

                                            
6 O coeficiente de espécie ativa foi calculado baseado na relação Γ = Q/nFA (BARD; FAULKNER, 2010). 
Onde Q é a carga obtida através da integral da área dos valores de corrente anódica em função do 
tempo de varredura com correção da linha base (C), n o número de elétrons envolvidos (n = 2e-), F a 
constante de Faraday (96485,3399 C mol/e-) e A a área do eletrodo (1,0 cm²). 
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Figura 12 - Espectros de plano complexo de Nyquist para os filmes formados em diferentes 
velocidades de varredura em solução de KCl 0,50 mol L-1 (pH = 2,00) com potencial aplicado 
de +0,30 V (A) e -0,30 V (B) vs. ECS. Atmosfera de N2. Frequência aplicada de 50 kHz a 0,10 
Hz. 
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Os seguintes potenciais foram determinados a partir da medida de voltametria 

cíclica do filme nanocompósito em solução de KCl 0,50 mol L-1 (pH 2,0), onde os sítios 
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ativos azo do filme nanocompósito se encontram em sua forma reduzida (hidrazina/-

NH-NH-(poli)) em potencial aplicado de -0,30 V vs. ECS e oxidada (azo/-N=N-(poli)) em 

potencial aplicado de +0,30 V vs. ECS. 

Na Figura 12A, com potencial aplicado de +0,30 V vs. ECS, foi possível verificar 

a presença de um semicírculo para o filme formado em velocidade de 10 mV s-1, na 

região de controle cinético (DOMINGUEZ-BENETTON et al., 2012), e uma reta com 

angulação de aproximadamente 40° na região de controle de transporte de massa 

(ORAZEM; TRIBOLLET, 2008e). Esse mesmo comportamento foi verificado para o 

filme construído em 25 mV s-1, mas, não foi verificado para os filmes de 50 e                

100 mV s-1. O comportamento observado pode ser relacionado à concentração de 

espécies ativas apresentadas pelos filmes de poli(azo-BBY)-rGO, sendo os filmes com 

maiores concentrações aqueles construídos com velocidades de 10 e 25 mV s-1. 

Para o potencial aplicado de -0,30 V vs. ECS, verificou-se similaridade no 

comportamento dos filmes na forma de arco (Figura 12B). Fazendo uso do modelo de 

circuito equivalente para melhor análise dos espectros obtidos, foram propostos dois 

diferentes circuitos para descrever o comportamento dos filmes poliméricos formados 

sob diferentes velocidades de varredura. Os valores obtidos através dos ajustes 

matemáticos em função dos circuitos equivalentes da Figura 13 são apresentados na 

Tabela 3. 

Em regime de potencial aplicado de +0,30 V (vs. ECS), foi obtido um circuito 

contendo uma resistência da solução (R) em série com um paralelo composto por 

um elemento de fase constante associado a dupla camada elétrica (CPEdc) e uma 

resistência de transferência de carga (RpBBY) em série a um elemento de Warburg (W) 

(Figura 14A). Avaliando-se os valores RpBBY, obtidos através dos ajustes matemáticos 

do circuito elétrico equivalente da Figura 13, verificou-se um aumento proporcional 

dos valores de resistência com o aumento da quantidade de matéria eletrodepositada 

sobre o eletrodo de FTO na formação dos filmes nanocompósito (Tabela 2). Menores 

velocidades de varredura oferecem um maior tempo de organização dos cátions 

radicais formados para compor o filme polimérico, uma vez que permanecem um 

tempo relativamente maior sobre a influência de um mesmo potencial, obtendo-se 

uma maior concentração de espécies eletroativas (Γ) depositadas sobre a superfície 

do eletrodo (BECK, 1988). 

O comportamento da resistência de transferência de carga (RpBBY) obtido no 

potencial aplicado de +0,30 (V vs. ECS) e a concentração de espécies ativas (Γ) em 
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função da velocidade aplicada na etapa de eletropolimerização são apresentadas 

através da Figura 14. 

 

Tabela 3 - Parâmetros obtidos através dos ajustes matemáticos dos espectro de Nyquist do 
filme de poli(azo-BBY)-rGO baseados nos modelos da Figura 13. Os erros apresentados para 
os ajustes matemáticos foram menores de 2%. 

Filmes de 

poli(azo-

BBY)-rGO 

RΩ. RpBBY RrGO CPEdc αdc CPEfilme αfilme ZW 

(mV s-1) (k cm2) (μF cm-2 sα-1)          (μF cm-2 sα-1) (kΩ s-0.5 cm²) 

+0,30 V (vs. ECS) 

10 0,025 13,07 -- 15,8 0,978 -- -- 12,81 

25 0,025 18,90 -- 14,0 0,939 -- -- 24,00 

50 0,026 29,31 -- 11,1 0,932 -- -- 63,51 

100 0,025 47,14 -- 16,0 0,902 -- -- 91,75 

-0,30 V (vs. ECS) 

10 0,025 53,12 11,27 55,3 0,982 41,1 0,937 -- 

25 0,024 30,79 7,357 47,6 0,976 44,2 0,937 -- 

50 0,025 29,76 4,723 39,5 0,975 49,3 0,932 -- 

100 0,025 32,28 1,379 33,1 0,963 87,5 0,956 -- 

 

Figura 13 – Modelos de circuito equivalente propostos para os espectros de Nyquist dos 
filmes de poli(azo-BBY)-rGO em potencial de (A) +0,30 V e (B) -0,30 V (vs. ECS). 

 

  

Os valores de α podem ser utilizados como um indicativo da morfologia do filme 

polimérico que recobre o eletrodo de FTO (GUPTA; PRICE, 2016; ORAZEM; 

TRIBOLLET, 2008a; YOO et al., 2014). Uma vez que alterações estruturais no filme 

deformam a dupla camada elétrica, resultando na diminuição do valor de α 

(CÖRDOBA-TORRES; MESQUITA; NOGUEIRA, 2015; GUPTA; PRICE, 2016). 

Nesse sentido, verificou-se uma diminuição nos valores de αdc a potencial aplicado de 

+0,30 (V vs. ECS) com o aumento da velocidade de varredura, indicando uma menor 

organização estrutural da dupla camada elétrica sobre os filmes formados em maiores 
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velocidades de varredura em comparação aos filmes formados em baixas velocidades 

de varredura. 

  

Figura 14 – Dependência da resistência de transferência de carga em potencial aplicado de 
+0,30 V vs. ECS (eixo Y esquerdo - preta) e concentração de espécies ativas (eixo Y direito 
- vermelha) em função da velocidade de varredura na formação do filme nanocompósito de 
poli(azo-BBY)-rGO. 
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Para as medidas de EIE conduzidas em regime de potencial aplicado de               

-0,30 V (vs. ECS), foi proposto um circuito equivalente contendo uma R em série com 

dois paralelos contendo um CPE e um Rtc cada (Figura 13B). Sendo RrGO a resistência 

de transferência de carga para a interface solução/camada de rGO, RpBBY a resistência 

de transferência de carga para a interface rGO/poli(azo-BBY) e CPEfilme o elemento 

de fase constante para o comportamento capacitivo do filme. Verificou-se um 

comportamento de diminuição das resistências de transferência de carga, tanto RpBBY 

quanto RrGO, com o aumento da velocidade de varredura aplicada durante a formação 

dos filmes nanocompósitos (Figura 15). Estando em potencial aplicado com valor 

suficiente para provocar a redução dos sítios ativos azo para a forma hidrazina (-NH-

NH-), esperou-se um aumento considerável dos valores de RpBBY em comparação aos 

encontrados para o filme em sua forma oxidada, devido à ausência do sistema              



51 
 

-conjugado do polímero nesta condição. Portanto, foram verificados maiores valores 

de resistência de transferência de carga (RpBBY) para filmes contendo maiores 

concentrações de espécies ativas. 

Em relação ao comportamento da RrGO, foi proposto que em altas velocidades 

de varredura a deposição das folhas de óxido de grafeno é cineticamente 

desfavorecida, uma vez que com o aumento da velocidade de varredura há a 

diminuição do tempo em que determinado potencial é aplicado. Dessa forma, não 

sendo o suficiente para a eletrodeposição efetiva das folhas de óxido de grafeno sobre 

a superfície do eletrodo. Visto que o aumento da velocidade de varredura resultou em 

uma diminuição da resolução do processo redox. 

 

Figura 15 - Dependência da resistência de transferência de carga em potencial aplicado de    
-0,30 (V vs ECS) em função da velocidade de varredura na formação do filme nanocompósito 
de poli(azo-BBY)-rGO. 
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Contudo, esperava-se uma diminuição dos valores de resistência de 

transferência de carga associada as camadas de rGO com o aumento da quantidade 

de óxido de grafeno no filme nanocompósito. Mas, no ensaio, o tempo padrão utilizado 
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para redução das camadas de óxido de grafeno (GO) a óxido de grafeno reduzido 

(rGO) não foi o suficiente (10 minutos, ao invés de 50 minutos como reportado no 

estudo de tempo de redução da sessão 4.1.5), resultando em um aumento dos valores 

de RrGO com o aumento da quantidade de folhas de GO no filme nanocompósito. Em 

estudos anteriores reportados na literatura para a eletrodeposição de folhas de óxido 

de grafeno sobre eletrodos utilizando voltametria cíclica, a velocidade média utilizada 

é aproximadamente 10 mV s-1 (CHEN et al., 2011a; CUI; ZHANG, 2013; HILDER et 

al., 2011; LIU et al., 2011; LUCCA et al., 2015; WANG et al., 2009; YANG et al., 2014). 

Com isso, tomou-se a velocidade de 10 mV s-1 como sendo a melhor velocidade 

de varredura para construção do filme através da técnica de eletropolimerização, por 

ter apresentado o melhor desempenho frente aos demais filmes poliméricos 

construídos. 
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5.2.3. Estudo do Número de Ciclos na Etapa de Eletropolimerização do Filme 

Nanocompósito de Poli(azo-BBY)-rGO 

 A influência do número de ciclos de potenciais aplicados também é um fator de 

suma importância para o desempenho eletroquímico. O número de ciclos de 

potenciais aplicados durante a eletropolimerização controla a quantidade de material 

depositado, influenciando em aspectos físico-químicos e morfológicos (SANGIORGI; 

SANSON, 2017; VASIL et al., 2003). 

Foram investigadas as respostas eletroquímicas para filmes construídos a partir 

da aplicação de 5, 10, 20, 30 e 40 ciclos de potenciais com velocidade de varredura 

de 10 mV s-1 (Figura 16). O estudo se desenvolveu através de investigações dos filmes 

formados sobre eletrodos de FTO por técnicas de VC e EIE em solução de                    

KCl 0,50 mol L-1 (pH = 2,0). 

 

Figura 16 - Voltamogramas cíclicos para os filmes formados sob diferentes ciclagens de 
potenciais na etapa de eletropolimerização. Solução aquosa de KCl 0,50 mol L-1 e atmosfera 
de N2. V = 25 mV s-1. 

-0.3 0.0 0.3 0.6 0.9

-10

0

10

20

 5 ciclos

 10 ciclos

 20 ciclos

 30 ciclos

 40 ciclos

D
e
n

s
id

a
d

e
 d

e
 C

o
rr

e
n

te
 (


A

 c
m

-2
)

Potencial (V vs. ECS)
 



54 
 

Foi observado pelos voltamogramas cíclicos um par redox bem definido em 

todos os filmes preparados, com pequeno deslocamento nos valores de potencial de 

pico do filme de 5 ciclos para 10 ciclos. Visto também, um incremento dos valores de 

corrente (Ipa e Ipc) até o 30° ciclo (Tabela 4). 

Observou-se, ao analisar a resposta eletroquímica dos filmes preparados com 

diferentes números de ciclos e apresentados na Tabela 4, valores semelhantes de 

potenciais de pico, tendo pequena variação dos valores de ΔEp entre os diferentes 

filmes fabricados. 

 

Tabela 4 - Dados eletroquímicos obtidos a partir do estudo voltamétrico para os diferentes 
filmes sintetizados com diferentes números de ciclos na etapa de eletropolimerização. 

N° de 

ciclos 

Ipa Ipc Epa Epc ΔEp Γ 

μA mV nmol cm-2 

5 2,50 -3,30 28 20 08 0,0428 

10 7,25 -7,46 29 18 11 0,219 

20 8,49 -12,25 29 18 11 0,305 

30 9,49 -14,24 29 18 11 0,336 

40 9,35 -13,86 29 17 12 0,311 

 

 A Figura 17 apresenta os espectros de Nyquist para os filmes sobre potencial 

aplicado de (A) +0,30 e (B) -0,30 V (vs. ECS). Fazendo uso do modelo de circuito 

equivalente, foi proposto um modelo semelhante ao do estudo anterior, com alteração 

quanto ao elemento de Warburg, sendo substituído por um elemento de constante de 

fase (CPEfilme) (Figura 18). 

Foi verificado através da análise dos valores de resistência de transferência de 

carga (RpBBY) para os filmes em potencial aplicado de +0,30 V (vs. ECS), que houve 

uma diminuição dos valores de RpBBY com o aumento do número de ciclos, alcançando 

o valor mínimo no 20° ciclo de potencial aplicado (Tabela 5).  
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Figura 17 - Espectro de plano complexo de Nyquist para os filmes formados sob diferentes 
números de ciclos de potenciais na eletropolimerização. Solução aquosa de KCl 0,50             
(pH  = 2,00) e atmosfera de N2. Potencial aplicado de (A) +0,30 e (B) -0,30 V (vs. ECS). 
Frequência aplicada 50 kHz a 0,10 Hz. 
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Figura 18 – Modelo de circuito equivalente para o ajuste matemático do espectro de Nyquist 
dos filmes de poli(azo-BBY)-rGO em potencial aplicado de +0,30 V (vs. ECS). 

 

 

Tabela 5 - Parâmetros obtidos através dos ajustes matemáticos dos espectros de Nyquist da 
Figura 19. Os erros apresentados para os ajustes foram menores de 2%. 

ciclos 
RΩ. RpBBY RrGO CPEdc αdc CPEfilme αfilme 

(k cm2) (μF cm-2 sα-1) (μF cm-2 sα-1) 

+0,30 V (vs. ECS) 

5 0,024 6,73 - 10,5 0,978 9,62 0,497 

10 0,025 1,01 - 16,8 0,919 12,0 0,423 

20 0,024 0,455 - 48,8 0,978 39,9 0,415 

30 0,025 0,560 - 12,2 0,972 36,7 0,747 

40 0,025 2,06 - 11,0 0,978 35,2 0,470 

-0,30 V (vs. ECS) 

5 0,024 88,93 1,10 41,0 0,952 389 0,899 

10 0,025 71,02 3,60 30,0 0,975 212 0,771 

20 0,024 31,15 8,71 61,1 0,955 500 0,803 

30 0,025 50,00 9,52 28,8 0,946 410 0,792 

40 0,024 82,64 9,12 22,2 0,970 401 0,797 

 

Após, observou-se uma inversão desse comportamento, onde há um aumento 

dos valores de RpBBY para os filmes de 30 e 40 ciclos. O aumento de RpBBY para os 

filmes construídos com 30 e 40 ciclos pode ser relacionado ao aumento da espessura 

do filme polimérico e a dificuldade cinética de redução e oxidação dos grupos azo 

localizados nas camadas mais internas do filme nanocompósito (SHAYEH; NOROUZI; 

GANJALI, 2016). 

Ao analisar os valores de capacitância da dupla camada (CPEdc) e seus 

respectivos valores de αdc, observou-se um comportamento semelhante ao observado 

para RpBBY, apresentando valores crescentes até o 20° ciclo, e uma diminuição de 

seus valores de capacitância para os filmes de 30 e 40 ciclos. Esse efeito foi verificado 
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por Shayeh e colaboradores (SHAYEH; NOROUZI; GANJALI, 2016) para um filme de 

polímero condutor baseado em PANI (polianilina), o qual foi atribuído a diminuição dos 

valores de capacitância em função do aumento da espessura do filme a dificuldade 

de difusão do contra-íon através dos poros internos do filme polimérico formado. 

Portanto, os filmes de poli(azo-BBY)-rGO construídos com números de ciclos 

superiores a 20 ciclos apresentam uma limitação cinética para a difusão dos íons em 

sua estrutura e consequente diminuição dos valores de capacitância da dupla camada 

(SHAYEH; NOROUZI; GANJALI, 2016; WANG, 2017). O mesmo comportamento foi 

observado para o elemento de capacitância do filme polimérico (CPEfilme). 

Os valores de αfilme apresentam valores intermediários (~0,5) devido a 

organização dessas cargas no interior do filme nanocompósito não ser uniforme ao 

ponto de mimetizar um capacitor ideal (CÖRDOBA-TORRES; MESQUITA; 

NOGUEIRA, 2015; HUANG et al., 2014; LEVIN et al., 2013). Bem como, essa difusão 

dos íons encontrarem uma determinada resistência, e a somatória desses dois 

fenômenos ocorrendo de forma simultânea dão origem ao elemento Warburg (HUANG 

et al., 2016; LASIA, 2014). Todavia, foi verificado um comportamento intermediário 

entre um elemento de Warburg e um elemento de constate de fase devido ao valor de 

 estar abaixo de 0,5. 

Os planos complexos de Nyquist, para o potencial de -0,30 V vs. ECS, foram 

apresentados através da Figura 17B. O comportamento dos diferentes eletrodos 

formados através do crescimento de filmes submetidos a diferentes ciclagens de 

potenciais, demonstrou comportamento semelhante aos obtidos para os filmes 

anteriormente apresentados com diferentes velocidades de varredura. 

Utilizando o modelo de circuito equivalente para análise do espectro de plano 

complexo de Nyquist para os filmes em potencial negativo de -0,30 V (vs. ECS), foi 

proposto o mesmo modelo apresentado na análise dos filmes variando-se a 

velocidade de varredura (Figura 13B), contendo um R em série com dois paralelos 

contendo uma resistência de transferência de carga e um CPE cada, como observado 

anteriormente. 

Analisando os valores de RrGO, foi verificado um aumento gradativo em função 

do aumento do número de ciclos, revelando que o aumento do número de ciclos 

aumenta a quantidade de camadas de óxido de grafeno no filme nanocompósito, que 

por sua vez, não estando em sua forma totalmente reduzida, apresenta uma maior 

resistência elétrica (TEIXEIRA; BARSAN; BRETT, 2016a). 
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Os valores de RpBBY demonstraram um comportamento de diminuição de sua 

resistência até o 20° ciclo, seguido de um aumento do mesmo até o 40° ciclo. Contudo, 

era esperado um aumento gradativo da resistência de transferência referente a 

interface rGO/poli(azo-BBY) com o aumento do número de ciclos, ao passo que 

aumentaria o número de espécies hidrazina no filme polimérico. 

Esse fenômeno de diminuição dos valores de resistências de transferência de 

carga com o aumento do número de ciclos pode estar relacionado com a presença de 

uma maior quantidade de óxido de grafeno. Que mesmo em sua forma oxidada, pode 

estar favorecendo os demais mecanismos de condução do filme nanocompósito 

quando em potencial aplicado de -0,30 V vs. ECS. 

 Deste modo, optou-se pelo filme de 20 ciclos para a sequência dos estudos, 

uma vez que o mesmo oferece respostas eletroquímicas satisfatórias tanto na análise 

por VC quanto por EIE. 
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5.2.4. Estudo da Influência da Concentração da Suspensão de Óxido de Grafeno 

na Etapa de Eletropolimerização do Filme Nanocompósito de           

Poli(azo-BBY)-rGO 

A influência da concentração da suspensão de óxido de grafeno na etapa de 

eletropolimerização no desempenho eletroquímico do filme nanocompósito de 

poli(azo-BBY)-rGO foi investigada através de medidas de VC e EIE em solução de 

KCl 0,50 mol L-1 (pH = 2,0). 

 Através do voltamograma cíclico apresentado na Figura 19, foram verificados 

aumentos significativos nos valores de correntes de pico com o aumento da 

concentração de óxido de grafeno, como também o aumento na resolução dos picos 

de potenciais tanto anódico quanto catódico. 

 

Figura 19 - Voltamogramas cíclicos para os filmes de poli(azo-BBY)-rGO formados sob 
diferentes concentrações de óxido de grafeno. Solução aquosa de KCl 0,50 mol L-1 (pH = 2,0) 
e atmosfera de N2. V = 25 mV s-1. 
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Os valores de corrente de pico apresentaram um aumento de 

aproximadamente 14 vezes para o filme formado em solução de concentração 1,0 mg 

mL-1 de óxido de grafeno em comparação ao filme formado com concentração de 0,25 

mg ml-1. Valores obtidos a partir do voltamograma são apresentados na Tabela 6. 

 

Tabela 6 - Dados eletroquímicos obtidos a partir do estudo voltamétrico para os diferentes 
filmes sintetizados com diferentes concentrações de óxido de grafeno na etapa de 
eletropolimerização. 

Concentração da 

suspensão de 

GO  

(mg ml-1) 

Ipa Ipc Epa Epc ΔEp Γ 

μA mV mol cm-2 

0,25 3,41 -3,78 26 19 07 0,0148 

0,50 21,52 -23,90 29 19 10 0,820 

1,00 43,38 -50,07 28 19 09 1,29 

 

Através da investigação por EIE, em potencial aplicado de +0,30 V (vs. ECS), 

houve um comportamento de diminuição dos valores de impedância com o aumento 

da concentração de óxido de grafeno (Figura 20A), apresentando um semicírculo na 

região de alta frequência para as concentrações de 0,50 e 1,0 mg ml-1. 

Através da análise do modelo de circuito equivalente apresentado na Figura 18, 

em potencial aplicado de +0,30 V, foram obtidos os valores apresentados pela      

Tabela 7, onde verificou-se uma diminuição dos valores de RpBBY proporcional ao 

aumento da concentração de óxido de grafeno em solução. Constatando um melhor 

desempenho de transferência de carga para o filme formado com 1,0 mg ml-1 de óxido 

de grafeno. 

Ainda sobre potencial aplicado de +0,30 V, verificou-se que os valores de CPEdc 

apresentaram um aumento dos valores de capacitância com o aumento da 

concentração de óxido de grafeno e uma diminuição nos respectivos valores de αdc, 

demonstrando que a morfologia do filme sofre ligeira modificação pela variação da 

concentração de óxido de grafeno em solução durante a etapa de eletropolimerização. 

Quanto ao CPEfilme e seu respectivo α, não foi observada variação significativa.  

Para os espectros referente ao potencial aplicado de -0,30 V (vs. ECS)       

(Figura 20B), foi observada uma diminuição dos valores de RpBBY com o aumento da 

concentração do óxido de grafeno em solução de eletropolimerização. Demonstrando 



61 
 

que o aumento do óxido de grafeno em solução exerce influência no aumento da 

quantidade de folhas de óxido de grafeno eletrodepositadas no filme nanocompósito.   

 

Figura 20 - Espectro de plano complexo de Nyquist para os filmes formados sob diferentes 
concentrações de óxido de grafeno. Solução aquosa de KCl 0,50 (pH  = 2,00) e atmosfera de 
N2. Potencial aplicado de +0,30 V (A) e -0,30 V (B). 
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Contudo, mesmo o filme de poli(azo-BBY) estando em sua forma reduzida, com 

maior resistência elétrica, há diminuição de seus valores de resistência de 

transferência de carga. Esse fenômeno é verificado em função da presença das folhas 

de óxido de grafeno favorecerem os demais mecanismos de condução eletrônica inter 

e intra cadeias (LI et al., 2017). 

Verificou-se também uma diminuição nos valores de RrGO. Tendo o filme de 

poli(azo-BBY)-rGO construído a partir da solução contendo 1,0 mg ml-1 apresentado 

valor de RrGO cerca de 500 vezes menor em comparação ao filme construído em 

solução contendo 0,25 mg ml-1 de óxido de grafeno. 

 

Tabela 7 - Parâmetros obtidos através dos ajustes matemáticos dos espectros de Nyquist da 
Figura 15.Os erros apresentados para os ajustes foram abaixo de 4%. 

GO (mg mL-1) RΩ. RpBBY RrGO CPEdc αdl CPErGO αrGO 

 (k cm2) (μF cm-2 sα-1) (μF cm-2 sα-1) 

+0,30 V (vs. ECS) 

0,25 0,024 24,18 - 11,5 0,97 134 0,73 

0,50 0,024 8,36 - 13,6 0,95 130 0,70 

1,00 0,024 0,55 - 21,3 0,91 139 0,72 

-0,30 V (vs. ECS) 

0,25 0,024 63,80 12,90 57,1 0,92 29,7 0,99 

0,50 0,025 39,02 5,053 58,0 0,93 115 0,99 

1,00 0,024 16,81 0,025 82,4 0,90 217 0,81 

  

Portanto, tomou-se a concentração de 1,0 mg ml-1 de óxido de grafeno como 

sendo o padrão para a produção do filme nanocompósito poli(azo-BBY)-rGO em suas 

condições otimizadas. 
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5.2.5. Influência do Tempo de Redução das Folhas de Óxido de Grafeno 

Presentes no Filme Nanocompósito 

Após a inserção do óxido de grafeno na matriz polimérica formando o 

nanocompósito, o filme foi reduzido por processo eletroquímico, pela aplicação de 

potencial constante, baseado em estudos anteriores reportados na literatura 

(CHAUHAN et al., 2017; LIU et al., 2011; WEAVER et al., 2014; YANG et al., 2015). 

O filme nanocompósito de poli(azo-BBY)-rGO foi submetido a potencial 

aplicado de -0,30 V (vs ECS), sendo registrado seus valores de impedância real e 

imaginária em função do tempo (Figura 21). Pela Figura 21, pode-se observar um 

aumento dos valores de impedância imaginária (Z’’) em função do tempo, e uma 

diminuição dos valores de impedancia real (Z’) em função do tempo até sua 

estabilização, que ocorre em aproximadamente 60 minutos para a impedância real e 

50 minutos para a impedância imaginária. Valores de impedância imaginária (-Z’’) 

recebem maior contribuição do elemento de capacitância (ORAZEM; TRIBOLLET, 

2008e), demonstrando que ao ser reduzido, o óxido de grafeno intensifica sua 

capacidade de carregamento de carga. 

 

Figura 21 – Valores de impedância real (Z’) e impedância imaginária (Z’’) em função do tempo 
para o filme de poli(azo-BBY)-rGO em solução de KCl 0,50 mol L-1 pH = 2,0. Frequência fixa 
de 0,10 Hz e potencial aplicado de -0,30 V vs. ECS. T = 25° e atmosfera de N2. 
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Em contrapartida, sua forma reduzida possui maior condutividade eletrônica, o 

que resulta na diminuição dos valores de impedância real (Z’), uma vez que esse 

recebe maior contribuição do elemento de resistência (ORAZEM; TRIBOLLET, 

2008b). 

O mesmo comportamento foi observado em um segundo estudo realizado no 

filme nanocompósito de poli(azo-BBY)-rGO, utilizando o modelo de circuito 

equivalente para análise dos espectros de Nyquist que foram registrados em 

intervalos de tempo de 10 minutos durante a aplicação do potencial aplicado de -0,30 

V (vs. ECS). O modelo de circuito equivalente para análise dos espectros de Nyquist 

foi o mesmo apresentado nos estudos anteriores em potencial aplicado de -0,30 V vs. 

ECS, o qual é constituído por uma resistência da solução em série com dois paralelos 

contendo um CPE e uma resistência de transferência de carga cada. Os resultados 

obtidos dos ajustes matemáticos do circuito elétrico equivalente estão representados 

na Tabela 8. 

 

Tabela 8 - Parâmetros do ajuste matemático do espectro de espectroscopia de impedância 
eletroquímica do filme de poli(azo-BBY)-rGO para os espectros obtidos em intervalos de 10 
minutos após aplicação de potencial negativo de -0,30 V (vs. ECS). Os erros apresentados 
para os ajustes foram abaixo de 4%. T = 25°C. 

Tempo de 

Redução 
RΩ. RpBBY RrGO CPEdc αdl CPEfilme αfilme 

min (k cm2) (μF cm-2 sα-1) (μF cm-2 sα-1) 

-0,30 V (vs. ECS) 

0 0,024 35,66 1,60 48,1 0,93 29,7 0,96 

10 0,025 43,65 1,33 52,0 0,97 48,0 0,97 

20 0,024 51,26 1,24 53,0 0,98 698 0,98 

30 0,025 52,36 1,12 54,2 0,98 805 0,94 

40 0,025 56,13 0,98 54,0 0,99 105 0,94 

50 0,024 58,60 1,01 55,4 0,98 244 0,92 

60 0,025 58,55 0,99 56,2 0,98 236 0,93 

70 0,025 58,47 1,00 55,8 0,98 239 0,93 

 

Ambas as resistências de transferência de carga, RpBBY e RrGO, têm seus 

valores estabilizados em aproximadamente 50 minutos, mas apresentam 

comportamentos inversos em tempos anteriores a este. Enquanto foi verificado uma 
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diminuição dos valores de RrGO com o aumento do tempo, tem-se um aumento dos 

valores de RpBBY no mesmo período. Tal resultado corrobora com a hipótese de 

redução das camadas de óxido de grafeno presentes no filme nanocompósito 

aplicando-se potencial negativo de -0,30 V (vs. ECS). A hipótese para o aumento 

observado para RpBBY pode estar relacionado com a possível redução de sítios ativos 

azo remanescentes no interior do filme, uma vez que a forma reduzida (hidrazina) 

apresenta menor comunicação eletrônica devido ao sistema -conjugado do filme de 

poli(azo-BBY). 

 

5.2.6. Mecanismo de Formação do Filme Nanocompósito de Poli(azo-BBY)-rGO 

A eletroformação de filmes poliméricos baseados em azo corantes é bem 

difundida na literatura (BALAMURUGAN; CHEN, 2008; CIHANER; ALGI, 2009; 

REHAN, 2000; REVIN; JOHN, 2011; SAYYAH; EL-DEEB; ABDEL-REHIM, 2004; 

TEIXEIRA; BARSAN; BRETT, 2016a). Elas se baseiam na eletrossíntese de 

azobenzeno, onde através da aplicação de um potencial limite superior a +1,0 V, tem-

se a formação dos cátions radicais dos grupos aminas, os quais reagem entre si 

formando uma hidrazina, que posteriormente é oxidada dando origem a ligação azo 

(TEIXEIRA; BARSAN; BRETT, 2016a). A eletropolimerização do poli(azo-BBY) ocorre 

segundo esse mecanismo. Durante a eletrossíntese, o grupamento amina presente 

no monômero é oxidado formando um cátion radical e/ou um dicátion em meio ácido 

e a altos valores de potenciais anódicos (Equação 2). Neste estágio, os radicais 

formados reagem entre si (acoplamento head-to-head) formando uma ligação 

covalente entre os átomos de nitrogênio (Equação 3) (TEIXEIRA; BARSAN; BRETT, 

2016a).  

Para o caso do monômero Bismarck Brown Y, a presença de grupos terminais 

amina em ambos os lados da molécula permitem a continuidade desse mecanismo 

de modo a formação de um filme polimérico. A cada ciclagem de potencial novos 

cátions radicais são gerados e mais unidades monoméricas são acopladas ao filme 

polimérico (OLEAN-OLIVEIRA; TEIXEIRA, 2018; TEIXEIRA; BARSAN; BRETT, 

2016a). 
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Para o presente trabalho, tem-se a inserção do óxido de grafeno em meio a 

solução de BBY durante a fase de eletropolimerização. A formação do filme compósito 

ocorre através de alternância das camadas poli(azo-BBY)-rGO em concordância com 

a alternância no sentido da varredura de potencial. Onde durante a varredura anódica 

tem-se a formação do filme polimérico a partir do monômero BBY por mecanismo 

anteriormente descrito, e durante a varredura catódica tem-se a deposição das folhas 

de grafeno sobre o filme de poli(azo-BBY) (Figura 22). 

 

Figura 22 – Representação esquemática para a eletropolimerização do filme nanocompósito 
de poli(azo-BBY)-rGO sobre eletrodo de FTO. 

 

Fonte: Autoria própria. 

 

A proposta se baseia em estudos anteriores para a eletrodeposição de óxido 

de grafeno sobre superfícies eletródicas (CHEN et al., 2011b; CUI; ZHANG, 2013; 

LUCCA et al., 2015). Segundo os estudos, a deposição das folhas de óxido de grafeno 
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ocorre durante a varredura catódica, devido a atração eletrostática das folhas de 

grafeno com a superfície do eletrodo polarizado, seguida da doação de elétrons para 

a folha de óxido de grafeno depositada, reduzindo-a parcialmente e 

consequentemente tornando-a insolúvel em meio aquoso (CHEN et al., 2011a). 

Existem relatados na literatura da formação de filmes nanocompósitos utilizando 

solução mista de monômero e suspensão de óxido de grafeno (ALIZADEH; SOLTANI, 

2013; HUANG; LI; SHI, 2014; LIM et al., 2013; SETHURAMAN et al., 2016; SUN; SHI, 

2013; WANG et al., 2014; WEAVER et al., 2014; ZHANG et al., 2015). 
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5.2.7. Estudo Comparativo da Performances dos Eletrodos Recobertos com 

Filmes de FTO/rGO, FTO/poli(azo-BBY) e FTO/poli(azo-BBY)-rGO 

Foram realizadas as medidas de espectroscopia de impedância eletroquímica 

(EIE) dos eletrodos de FTO/poli(azo-BBY)-rGO, FTO/poli(azo-BBY) e FTO/rGO. Os 

filmes foram submetidos a dois potenciais de polarização, +0,30 e -0,30 V (vs. ECS) 

(Figura 23 e 25). 

 

Figura 23 - Plano complexo de Nyquist para os filmes de rGO (a), poli(azo-BBY) (b) e 

poli(azoBBY-rGO) (c) em um potencial aplicado de -0,30 V (vs ECS) em solução de KCl 0,50 

mol L-1 (pH = 2,0). T = 25°C e atmosfera de N2. Os modelos de circuito equivalente para os 

ajustes matemáticos dos espectros são expressos na Tabela 9. 
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O estudo do potencial aplicado foi realizado com o objetivo de avaliar as 

resistências de transferência de carga do polímero, tanto para a forma reduzida dos 

sítios ativos azo (π-conjugação “desligada”) quanto para a forma oxidada (π-

conjugação “ligada”), de menor resistência (INZELT, 2012). 

Os filmes depositados em eletrodo de FTO, quando submetidos a um potencial 

aplicado de -0,30 V (vs. ECS), apresentaram três diferentes modelos de circuito 

elétrico equivalente (Figura 24). Todos eles têm em comum os elementos de 

resistência da solução (RΩ) e capacitância da dupla camada elétrica (CPEdc). O filme 

polimérico de poli(azo-BBY) apresenta um segundo elemento de capacitância, 

intrínseco do filme (CPEpBBY) e característico de filmes de polímeros condutores, 

devido a difusão de íons H+ para o interior do filme polimérico (GUPTA; PRICE, 2016). 

Sabe-se, devido a inúmeros trabalhos reportados na literatura, que os filmes de 

óxido de grafeno reduzido podem ser utilizados como supercapacitores, devido a 

possibilidade de armazenamento de grandes quantidades de carga, e rápida difusão 

dos íons H+ na estrutura do filme (A. BASNAYAKA et al., 2013). Para o caso do filme 

de grafeno, o elemento de capacitância (CPEfilme) aparece na interface filme rGO/FTO, 

revelando a alta diferença de carga gerada entre esses dois materiais.  

No caso do filme nanocompósito, como discutido anteriormente, há a presença 

de dois paralelos contendo um elemento de resistência e um CPE cada. Sendo o 

elemento de resistência do primeiro paralelo associado a interface solução/rGO (R*tc) 

em paralelo com a dupla camada elétrica. Na sequência, o elemento de capacitância 

intrínseco do filme (CPEfilme) em paralelo com a resistência de transferência de carga 

da interface rGO/poli(azo-BBY) (Rtc). 

Especial atenção para os valores de Rtc, que compreendem a resistência da 

transferência de carga para os filmes de rGO, poli(azo-BBY) e poli(azo-BBY)-rGO. 

Pela Tabela 9 foi possível verificar que os filmes de poli(azo-BBY) e rGO apresentam 

maiores valores de resistência de transferência de carga, mas, essa resistência 

diminui substancialmente para o filme nanocompósito de poli(azo-BBY)-rGO. 

A resposta para esse comportamento, no caso do filme de rGO, pode estar 

relacionada ao potencial não ser suficientemente alto para provocar distorções na 

rede -conjugada do rGO resultando em efetivos mecanismos de condução eletrônica. 

No caso do filme de poli(azoBBY), essa maior resistência era esperada, uma 

vez que ele se encontrava na sua forma reduzida (-NH-NH-). No caso do 

nanocompósito de poli(azoBBY-rGO), a estrutura formada pode estar favorecendo os 
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demais mecanismos de condução inter-cadeias como, eléctron hopping (INZELT, 

2012), resultando em uma comunicação eletrônica mais efetiva comparada aos filmes 

de poli(azo-BBY) e rGO. 

 

Tabela 9 - Parâmetros obtidos através do Ajustes matemáticos dos espectros baseados nos 
modelos de circuito equivalente para os diferentes filmes submetidos a potencial de -0,30 e 
+0,30 V (vs ECS) em solução de KCl 0,50 mol L-1 (pH = 2,0). Todos os erros relativos são 
menores de 2%. 

Filme R*tc Rtc CPEdc αdc CPEfilme α2 W 

 (k cm2) µF cm-2 sα-1  µF cm-2 sα-1  kΩ s-0.5 cm2 

+0,30 V (vs. ECS) 

rGO - 372,0 13,10 0,96 - - 47,18 

azoBBY - 22,56 13,70 0,95 - - 32,50 

azoBBY-rGO - 0,283 13,69 0,95 177,0 0,81 0,475 

-0,30 V (vs. ECS) 

rGO - 92,40 27,29 0,99 500 0,73 - 

azoBBY - 48,40 23,87 0,95 18,3 0,39 - 

azoBBY-rGO 0,02 41,60 93,74 0,90 486 0,69 - 

 

Figura 24 – Representação esquemática dos filmes de rGO, poli(azo-BBY) e poli(azo-BBY)-
rGO e seus respectivos modelos de circuito equivalente em diferentes potenciais aplicados. 

 

Fonte: autoria própria. 

 

Os resultados para os filmes em potencial aplicado de +0,30 V vs. ECS são 

apresentados na Figura 25. Foram percebidas algumas pequenas mudanças nos 

modelos de circuitos equivalentes dos filmes de rGO e poli(azoBBY), e uma mudança 

significativa no circuito do filme de poli(azoBBY-rGO). Nos dois primeiros casos há a 
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substituição dos respectivos elementos de capacitância do filme (CPEfilme) para o 

elemento de Warburg (W). Isso ocorre porque no potencial de polarização positivo, o 

tamanho do contra íon (Cl-) influência em sua difusão pelo filme. O Cl- acumula-se e 

gera uma região de interface apresentando diferença de carga e uma resistência para 

a difusão dos outros íons em direção ao filme. Ambos os fenômenos ocorrendo 

simultaneamente resultam no elemento de Warburg (MACDONALD; BARSOUKOV, 

2005).  

 

Figura 25 - Plano complexo de Nyquist para os filmes de rGO (a), poli(azoBBY) (b), e 
poli(azoBBY-rGO) (c) em um potencial aplicado de +0,30 V (vs ECS) em solução de KCl 0,50 
mol L-1 (pH = 2,0). T = 25°C e atmosfera de N2. 
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O elemento de Warburg é percebido também no eletrodo contendo o filme de 

poli(azoBBY-rGO). Nesse filme, foi observado a alteração mais interessante quanto a 

forma do modelo de circuito equivalente. Passando de duas, para uma resistência de 

transferência de carga e passando a ter também um elemento de Warburg. No caso, 

a resistência de transferência de carga se torna uma devido a forma do filme de 

poli(azoBBY) estar na sua forma oxidada (condutora). Com isso, há a formação de 

uma imensa rede π-conjugada formada pelo azopolímero-grafeno. 

Observando os valores de Rtc (Tabela 9), é notável a diminuição dos valores de 

resistência do filme nanocompósito em comparação aos filmes de poli(azo-BBY) e 

rGO. Diminuindo em cerca de 1000 vezes o seu valor de Rtc da sua forma reduzida 

para sua forma oxidada. 
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5.3.  Caracterizações Espectroscópicas e morfológicas 

5.3.1. Caracterização morfológica por microscopia eletrônica de varredura 
(MEV) 

Na caracterização morfológica, foram feitas imagens de MEV do filme 

nanocompósito de poli(azo-BBY)-rGO para dois diferentes filmes: um deles foi 

construído de maneira convencional, onde a eletropolimerização tem seu fim na 

verredura anódica (Figura 26A); e outro onde ao final da etapa de eletropolimerização 

foi feita durante a varredura catódica (Figura 26B). O objetivo da análise morfológica 

desses dois filmes, era a de levantar indícios que corroborassem para a proposta feita 

de formação do filme nanocompósito através de eletrodeposição alternada de 

camadas de poli(azo-BBY) e rGO, nas varreduras anódicas e catódicas 

respectivamente. 

 

Figura 26 – Imagens de microscopia eletrônica de varredura (MEV) dos filmes de poli(azo-
BBY)-rGO finalizando a eletropolimerização durante a varredura anódica (A) e poli(azo-BBY)-
rGO finalizando a eletropolimerização durante a varredura catódica (B). 
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Pelas imagens de MEV foi possível perceber diferença na morfologia os filmes, 

onde para o filme finalizado na varredura anódica, foi verificado um filme rugoso e com 

poros bem definidos, característico dos filmes de poli(Bismarck Brown Y) (TEIXEIRA; 

BARSAN; BRETT, 2016a). Contudo, para o filme finalizado na varredura catódica, 

observou-se aglomerados dispersos de maneira uniforme, e com dimensões menores 

em relação ao filme de poli(azo-BBY)-rGO finalizado durante a varredura anódica. 

Sendo semelhantes aos encontrados para filmes eletrodepositados de óxido de 

grafeno reportados em literatura (CHEN et al., 2011a; LIU et al., 2011). 

 As imagens de MEV para os filmes corroboram com a proposta de 

eletroformação do filme nanocompósito de poli(azo-BBY)-rGO de maneira alternada, 

uma vez que o mesmo filme, com diferença apenas no potencial de finalização do 

processo de eletropolimerização, demonstraram diferenças em suas morfologias.  
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5.3.2. Caracterização Morfológica por Microscopia de Força Atômica (AFM) 

As imagens de AFM foram obtidas para os filmes sintetizados seguindo o 

mesmo procedimento empregado para obtenção das imagens de MEV, onde 

confeccionou-se dois filmes de poli(azo-BBY)-rGO: i) finalizando a eletropolimerização 

na varredura anódica (BBY-rGO(an)) (Figura 27A e D) e ii) finalizando a 

eletropolimerização na varredura catódica (BBY-rGO(ca)) (Figura 27B e F).  

 

Figura 27 - Imagens de microscopia de força atômica (AFM) do filme de poli(azo-BBY)-rGO 
finalizando a eletropolimerização na varredura anódica (A), catódica (B) e suas respectivas 
representações 3D (C e D). 

 

 

Tabela 10 – Valores de rugosidade e espessura para os eletrodos construídos pela aplicação 
de 20 ciclos de potenciais em velocidade de varredura de 10 mV s-1. 

Eletrodo BBY rGO BBY-rGO(ca) BBY-rGO(an) 

Rugosidade (nm) 63,95 37,68 73,65 77,62 

Espessura (nm) 145,4 106,3 178,8 153,9 

 

(C) (D) 
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Comparando as imagens obtidas para os dois filmes, verifica-se que ambos 

apresentam aglomerados de semelhantes dimensões. O filme finalizado na varredura 

anódica, contendo filme de poli(azo-BBY) na superfície apresenta grânulos maiores 

comparado ao filme de poli(azo-BBY)-rGO finalizado na verredura catódica, o qual 

contém a camada de rGO sobre a superfície. 

Os valores de rugosidade e espessura dos filmes foram obtidos por meio de 

software de análise de imagens de AFM são apresentados na Tabela 10. Foi verificado 

maiores valores de rugosidade e espessura para ambos os filmes nanocompósito de 

poli(azo-BBY)-rGO em comparação ao filme de poli(azo-BBY). Entre eles, é verificada 

uma maior rugosidade para o filme nanocompósito finalizado durante o potencial 

anódico (última camada contendo poli(azo-BBY)) em comparação ao filme 

nanocompósito finalizado no potencial catódico. 

Com isso, foi possível observar diferenças entre os filmes construídos, 

corroborando com a proposta de formação do filme por intercalação das camadas de 

poli(azo-BBY) e rGO durante a eletropolimerização.  
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5.3.3. Caracterização por Espectroscopia no Ultravioleta Visível (UV-vis) 

As propriedades óticas do material nanocompósito de poli(azo-BBY)-rGO foi 

investigado através de espectroscopia de ultravioleta na região do visível (UV-Vis) e 

os resultados são apresentados na Figura 28. 

 

Figura 28 – Espectros de absorção no UV-Vis para os filmes de poli(azo-BBY) e poli(azo-
BBY)-rGO sobre eletrodo de FTO. 
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O filme polimérico sintetizado apenas com Bismark Brown Y (poli(azo-BBY)) 

apresentou dois picos de absorção característico de azobenzenos em 345 e 422 nm, 

atribuídos a transição -* das formas cis e trans, respectivamente (HUANG et al., 

2012b; TAN et al., 2007; TEIXEIRA; BARSAN; BRETT, 2016a; ZHANG et al., 2010), 

bem como um pico de absorção em 454 nm, referente a transição -* da cadeia 

polimérica -conjugada (ZHANG et al., 2011, 2010). 

Para o filme nanocompósito de poli(azo-BBY)-rGO, foram verificados três novos 

picos de absorção. O primeiro em 304 nm, característico para a transição -* do oxido 

de grafeno (SHIN et al., 2014; ZHANG et al., 2011). O segundo e terceiro em 544 e 
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620 nm, atribuídos para a transição n-* e ao estado polarônico do polímero, 

respectivamente (PIRON et al., 2008). 

O pico de absorção referente a transição -* da forma cis diminuiu 

significativamente, demonstrando uma preferência do crescimento do filme polimérico 

de poli(azo-BBY) na forma trans no filme nanocompósito. 

Além disso, os picos de absorção característicos do filme de poli(azo-BBY) 

sofreram deslocamento para: o azul para a transição -* da conformação trans; e 

para o vermelho para a transição -* da cadeia polimérica -conjugada. 

Demonstrando que a inserção do óxido de grafeno reduzido a matriz polimérica 

influência nos valores energéticos de transição eletrônica (ZHANG et al., 2011). 
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5.4.  Desenvolvimento do Sensor Quimioresistor para Oxigênio Dissolvido 

As investigações seguintes se deram somente para o filme finalizado durante a 

varredura catódica. Para investigar o desempenho do filme nanocompósito de 

poli(azo-BBY)-rGO, foram realizadas medidas de EIE frente a diferentes 

concentrações de oxigênio dissolvido em duas diferentes soluções: KCl 0,50 mol L-1 

(pH 2,0) e STF 0,05 mol L-1 (pH 7,4). A segunda solução foi introduzida ao estudo por 

fornecer um ambiente semelhante ao ambiente fisiológico de uma célula, uma vez que 

o principal objetivo do estudo é a aplicação da plataforma sensorial em um meio 

biológico.  

5.4.1. Performance do filme Nanocompósito Frente ao Oxigênio Dissolvido 

A performance foi avaliada por três diferentes leituras dos dados obtidos 

através de EIE, a saber: i) Nyquist (Z’ vs -Z’’) com auxílio de modelos de circuito 

equivalente; ii) logaritmo da Frequência (Hz) vs. ângulo de fase (θ); e iii) logaritmo  da 

frequência (Hz) vs. Z’ ( cm²). De forma comparativa os valores obtidos para o 

poli(azo-BBY)-rGO foram confrontados com os obtidos pelos filmes de rGO e poli(azo-

BBY). 

 

5.4.1.1.  Analise por Plano Complexo de Nyquist 

 

Para análise das características do gráfico de plano complexo de Nyquist 

obtidos para o filme de poli(azo-BBY)-rGO aplicando potencial de -0,30 V (vs. ECS) 

sobre diferentes concentrações de oxigênio dissolvido, o circuito equivalente, 

anteriormente apresentado, contendo RΩ (RpBBYCPEdc) (RrGOCPEfilme) foi utilizado para 

realização dos ajustes matemáticos dos espectros. Como discutido nos tópicos 

anteriormente, o elemento RpBBY é atribuído para a carga de transferência eletrônica 

da interface rGO/poli(azo-BBY), CPEdc capacitância da dupla camada, RrGO referente 

interface solução/rGO e CPEfilme atribuído para o comportamento capacitivo da 

camada do filme nanocompósito. 

Observando os gráficos de Nyquist (Figura 29) verifica-se a mudança no 

formato do espectro, para ambas as soluções eletrolíticas. Conforme tem-se um 

aumento na concentração de O2 dissolvido verifica-se uma mudança do formato de 

“arco” (N2 sat.) para a forma de um semicírculo (1,25 mmol L-1 de O2), em ambas as 
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soluções. Esse comportamento revela uma diminuição da impedância diretamente 

proporcional a concentração de O2 dissolvido em solução. 

A Tabela 11 apresenta os valores de resistência do filme (RpBBY) para ambos 

os eletrólitos baseado no modelo de circuito equivalente apresentado na Figura 30C. 

 

Figura 29 – Espectros do plano complexo de Nyquist do filme de poli(azo-BBY)-rGO sobre 
potencial aplicado de -0,30 V (vs. ECS) em solução de (A) KCl 0,50 mol L-1 (pH = 2,0) e (B) 
STF 0,05 mol L-1 (pH = 7,4), após saturação com N2 ([O2] ~ 0,0 mmol L-1), Aratmosférico ([O2] = 
0,25 mmol L-1) e O2 ([O2] = 1,25 mmol L-1).T = 25°. C) Modelo de circuito equivalente para o 
filme de poli(azo-BBY)-rGO em potencial aplicado de -0,30 V vs. ECS. 
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O comportamento de diminuição da resistência do filme nanocompósito pela 

interação com o oxigênio dissolvido é baseado na interação do O2 dissolvido com os 

sítios redox azo. Estando o eletrodo em potencial suficientemente negativo para 

manter os sítios azo do polímero na forma reduzida (-NH-NH-), tem-se um aumento 

da condutividade eletrônica do filme devido aumento da π-conjugação da cadeia 

polimérica provocada pela reação entre esses sítios e a molécula de O2 dissolvida. O 

O2 dissolvido reage com os sítios ativos azo sendo reduzido a H2O2 (Eq. 4). 

 

      O2 + -NH-NH-(poli) → H2O2(aq) + -N=N-(poli) + 2e-                 (4) 

       (menor condução)  (maior condução)  

(C) 
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Analisando os valores da Tabela 11 é possível perceber um aumento 

significativo na resistência RrGO apenas para o sistema contendo a solução de STF 

(ΔRrGO(STF) ~ 2965 Ω frente a ΔRrGO(KCl) ~ 5,91 Ω). Isso pode ser atribuído à micro-

oxidação do óxido de grafeno reduzido pelo oxigênio molecular (YU; ZHENG; JIANG, 

2008). Padey e colaboradores (WANG; PANDEY; KARNA, 2017) descrevem que o 

oxigênio molecular poderia adsorver quimicamente no grafeno defeituoso e o 

processo de oxidação conduzia a formação de poços no grafeno. 

 

Tabela 11 - Parâmetros do fiting do espectro de espectroscopia de impedância eletroquímica 
do quimioresistor para as soluções de KCl pH = 2.00 e STF pH = 7.40 sob diferentes 
concentrações de oxigênio dissolvido para o circuito equivalente da Figura 1.E. Os erros 
apresentados para o fit foram abaixo de 2%. 

KCl (pH = 2,00) 

Concentração RΩ. RrGO RpBBY CPEfilme 
αfilme 

CPEdc 
αdl 

(mmol L-1) (k cm2) (µF cm-2 sα-1) (µF cm-2 sα-1) 

N2 sat. 0,0 0,025 0,021 41,60 486 0,691 93,7 0,901 

Aratm 

sat.* 
0,25  0,025 0,020 12,34 348 0,735 111 0,898 

O2 sat. 1,25 0,025 0,015 3,296 237 0,780 121 0,879 

 

STF (pH = 7,40) 

Concentração RΩ. RrGO RpBBY CPEfilme 
αfilme 

CPEdc 
αdc 

(mmol L-1) (k cm2) (µF cm-2 sα-1) (µF cm-2 sα-1) 

N2 sat. 0,0 0,047 0,085 49,65 160 0,800 103 0,790 

Aratm 

sat.* 
0,25 0,046 0,131 14,57 170 0,759 38,4 0,922 

O2 sat. 1,25 0,045 3,050 0,255 22,9 0,999 180 0,721 

*solução saturada com ar atmosférico. 

 

Esse comportamento pode ser visto acompanhando-se também os valores de 

α do CPEdc, o qual diminui com o aumento da concentração de oxigênio dissolvido, 

revelando uma maior irregularidade na estrutura do filme (CÖRDOBA-TORRES; 

MESQUITA; NOGUEIRA, 2015). 
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5.4.1.2.  Analise por Plano Complexo de BODE 

 

As representações de BODE (Figura 30) são poderosas ferramentas para 

entendimento do comportamento do sistema em estudo (HUANG et al., 2016). Através 

da análise dos respectivos gráficos de BODE para o filme nanocompósito, é possível 

verificar a presença de dois elementos de constante de fase (CPE) devido a presença 

de dois picos de máxima localizados nas regiões de alta-média (f1) e média-baixa (f2) 

frequência, para ambos os eletrólitos (CÖRDOBA-TORRES; MESQUITA; 

NOGUEIRA, 2015). 

 

Figura 30 - Espectros do plano complexo de BODE do filme de poli(azo-BBY)-rGO sobre 
potencial aplicado de -0,30 V (vs. ECS) em solução de (A) KCl 0,50 mol L-1 (pH = 2,0) e (B) 
STF 0,05 mol L-1 (pH = 7,4), após saturação dos gases N2, Aratmosférico e O2. T = 25°. 
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Ainda nas representações de BODE, os valores de ângulo de fase (θ) revelam 

a tendência da impedância se comportar como impedância capacitiva ou impedância 

resistiva. Quanto mais próximo de -90° for o ângulo de fase, maior a preferência da 

corrente em atravessar o elemento de capacitância e quanto mais próximo de 0° maior 

a preferência pelo sinal de corrente passar através do elemento de resistência 

(HUANG et al., 2016; MACDONALD, 1990). Assim, é possível verificar, em ambos os 

casos, que para a região de f2 há uma diminuição dos valores de ângulo de fase com 

o aumento da concentração de O2 dissolvido em solução. Concluindo que com o 

aumento da concentração de O2 tem-se a diminuição da resistência do material, e 

como consequência, a preferência da corrente por atravessar o elemento de 

resistência (MACDONALD, 1990). 
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5.4.2. Estudo Comparativo do Desempenho dos Filmes de rGO, Poli(azo-BBY) e 

Poli(azo-BBY)-rGO Frente a Molécula de Oxigênio Dissolvido 

Foram realizadas medidas para o estudo comparativo dos filmes de rGO, 

poli(azo-BBY) e poli(azo-BBY)-rGO frente a molécula de oxigênio dissolvido em 

solução de STF 0,05 mol L-1. 

A Figura 31 apresenta o espectro de plano complexo de Nyquist contendo a 

resposta dos respectivos filmes na presença de solução saturada com os gases N2 

(concentração de O2 próxima a zero) e O2 (1,25 mmol L-1 de O2 dissolvido) aplicando 

potencial de -0,30 V (vs. ECS). Verifica-se através do espectro que todos os filmes 

apresentaram um arco capacitivo, o qual sofrem diminuição em seus valores de 

impedância na presença de oxigênio dissolvido em concentração saturada. 

 

Figura 31 – Espectro do plano complexo de Nyquist para os filmes de rGO, poli(azo-BBY) e 
poli(azo-BBY)-rGO em solução de STF 0,05 mol L-1 na ausência (A) e presença (B) de O2 

(1,25 mmol L-1). T = 25°C. 
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Para melhor análise dos espectros, foram propostos diferentes modelos de 

circuito equivalente, que estão contidos na Tabela 12. A composição dos circuitos 

equivalentes dos filmes na presença de N2 saturado em potencial aplicado de -0,30 V 

(vs. ECS) são os mesmos apresentados durante os estudos anteriores. Na presença 

de O2 saturado, apenas o elemento de circuito equivalente referente ao filme de rGO 

sofre alteração em sua composição, deixando de apresentar o segundo elemento de 

constante de fase relacionado a interface eletrodo/rGO (CPEfilme).  
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Tabela 12 -  Parâmetros do ajuste matemático para o espectro de Nyquist dos filmes de rGO, 
poli(azo-BBY) e poli(azo-BBY)-rGO em STF 0,05 mol L-1 (pH = 7,40) na presença dos gases 
N2 e O2 (1,25 mmol L-1) e seus respectivos modelos de circuito equivalentes (MCE). Os erros 
apresentados para os ajustes foram menores de 2%. 

Filme 
Gás 

Sat. 

R*
ct Rct CPEdl αdl CPEfilm αfilm 

MCE 
(k cm2) µF cm-2 sα-1  µF cm-2 sα-1  

rG
O

 

N2
* - 92,4 27,3 0,993 500 0,734 

 

O2  20,7 28,7 0.957 - - 

 

P
o

ly
(a

z
o

-B
B

Y
) N2 - 48,4 23,9 0,953 18,30 0,39 

 

O2  12,8 23,2 0,957 496 0,35 

 

p
o

ly
(A

z
o

-B
B

Y
)-

rG
O

 

N2 0,02 41,6 93,7 0,909 486 0,69 

 

O2 0,90 4,52 22,8 0,889 312 0,65 

 

 

  

Observando os valores de resistência de transferência de carga (Rtc) contidos 

na Tabela 10, observa-se uma diminuição de seus valores quando na presença do 

gás O2 dissolvido para os três filmes estudados. A maior variação de Rtc foi anotada 

para o grafeno, sendo de ≈ 71 k cm² em contraste com ≈ 36 k cm² do filme de 

poli(azo-BBY) e ≈ 38 k cm² para o filme nanocompósito de poli(azo-BBY)-rGO. 

Revelando que os três filmes apresentam potencial aplicação como sensor de 

oxigênio dissolvido. O grande destaque para o filme nanocompósito é quanto a sua 

faixa de atuação, o qual apresenta valores de resistência suficientemente baixos para 

poder ser aplicado facilmente em sistemas miniaturizados que demandem baixos 

valores de diferença de potencial aplicado. 

Através dos espectros de BODE (Figura 32) é possível verificar diferentes 

comportamentos entre os filmes estudados. Novamente, todos apresentaram 

variações significativas entre os espectros obtidos na presença dos gases N2 e O2. 
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Tanto o filme de rGO quanto o filme de poli(azo-BBY) não apresentaram variação para 

valores de frequência superiores a 90 Hz. Já no caso do filme de poli(azo-BBY)-rGO 

percebe-se alteração em sua forma a partir da frequência de 2 kHz.  

 

Figura 32 - Espectro do plano complexo de BODE para os filmes de rGO, poli(azo-BBY) e 
poli(azo-BBY)-rGO em solução de STF 0,05 mol L-1 na ausência (A) e na presença (B) de O2 
(1,25 mmol L-1). T= 25°C. 
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Também se verificou que, tanto o filme de rGO quanto o filme de poli(azo-BBY) 

apresentam uma banda de alto valor de ângulo de fase na região de baixa-média 

frequência, revelando que nessa faixa é predominante a preferência pela corrente a 

atravessar na direção do elemento de CPE (MACDONALD, 1990). O comportamento 

verificado para o filme de rGO são consistentes com os dados reportados na literatura, 

os quais exploram o uso de filmes de grafeno como supercapacitores (LIU et al., 2010; 

SHAO et al., 2015, 2016). 

Para a região de baixa frequência, visada como sendo a de interesse para o 

atual projeto, tem-se que todos os filmes apresentam diminuição dos valores de 

ângulo de fase para valores inferiores a 20°, revelando a preferência da corrente por 

atravessar o elemento de resistência. Notável desempenho do filme de poli(azo-BBY), 

o qual apresenta valor de ângulo de fase de ≈ 2,5° na frequência de 0,1 Hz, verificando 

que apenas uma pequena porção da corrente se destina ao elemento de CPE do filme. 

Nesse sentido, o filme nanocompósito de poli(azo-BBY)-rGO demonstrou valor 
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intermediário, apresentando-se pouco abaixo do filme de rGO e acima do filme de 

poli(azo-BBY). 

A Figura 33 apresenta o gráfico de impedância real vs. frequência (BODE) para 

o comportamento dos filmes de rGO, poli(azo-BBY) e poli(azo-BBY)-rGO na presença 

de soluções saturadas com os gases N2 e O2. 

 

Figura 33 – Gráfico de BODE para os filmes de rGO, poli(azo-BBY) e poli(azo-BBY)-rGO em 
solução STF 0,05 mol L-1 saturada com os gases N2 e O2. Potencial aplicado de -0,30 V vs. 
ECS. T = 25°C. 
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Foi escolhido a impedância real (Z’) devido a essa apresentar uma contribuição 

mais direta para os valores associada ao elemento de resistência (Eq. 5) comparado 

a impedância imaginária (Z’’) (ORAZEM; TRIBOLLET, 2008c). 

 

𝑅𝑒𝑎𝑙 𝑍 =  
𝑅

1 + 𝜔2𝜏2
                                              𝐼𝑚𝑔 𝑍 =  

𝜔𝑅𝜏

1 + 𝜔2𝜏2
                                  (5)7 

ω = frequência (Hz); τ = time constante (s) (τ = RC) 

 

Também porque não foi verificada mudança significativa na faixa de trabalho 

0,10 Hz comparada a impedância absoluta (|Z| = √(𝑍𝑟𝑒𝑎𝑙)2 +  (𝑍𝑖𝑚𝑔)2). Os filmes de 

rGO, poli(azo-BBY) e poli(azo-BBY)-rGO apresentam diminuição dos valores de Z’ 

quando na presença de O2 dissolvido, mas a maior diferença na resposta 

                                            
7 Equações referentes a um circuito RC paralelo (ORAZEM; TRIBOLLET, 2008d). 
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impedimétrica (ΔZ’ = 22,2 kΩ cm²) é anotada para o filme nanocompósito de poli(azo-

BBY)-rGO. Apresentando ampliação de resposta de aproximadamente 60 e 64% 

frente aos filmes de rGO e poli(azo-BBY) respectivamente. 

 A diminuição dos valores de Z’ se deve principalmente a diminuição do valor 

resistência de transferência de carga referente as camadas de rGO/poly(azo-BBY) 

(Rct) com o aumento da concentração de oxigênio (OHSAKA et al., 1991). 
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5.4.3. Efeito do pH sobre a Resposta Eletroquímica do filme de Poli(azo-BBY)-

rGO 

 O efeito do pH na resposta do sensor quimioresistor de poli(azo-BBY)-rGO foi 

investigado devido a reação de redução do oxigênio dissolvido pelo nanocompósito 

envolver prótons (OLEAN-OLIVEIRA; TEIXEIRA, 2018; TEIXEIRA; BARSAN; BRETT, 

2016a). 

 As medidas de EIE foram realizadas em soluções de KCl 0,50 mol L-1 no 

intervalo de pH entre 1,82 a 8,18 em presença de 1,0 mmol L-1 de oxigênio dissolvido. 

Os espectros de plano complexo de Nyquist obtidos foram analisados através do 

modelo de circuito equivalente apresentado na Tabela 13. 

 

Tabela 13 - Parâmetros do ajuste matemático para o espectro de Nyquist para o filme de 
poli(azo-BBY)-rGO em diferentes valores de pH em solução de KCl 0,50 mol L-1 na presença 
de oxigênio dissolvido (1,0 mmol L-1). Os erros apresentados para os ajustes foram menores 
de 2%. 

pH 
RΩ. RpBBY RrGO CPEdc αdc CPErGO αrGO 

(k cm2) (μF cm-2 sα-1) (μF cm-2 sα-1) 

+0,30 V (vs. ECS) 

1,82 0,021 9,33 0,880 27,6 0,95 46,0 0,80 

2,75 0,024 10,7 0,935 12,5 0,97 52,2 0,89 

4,18 0,025 1,08 0,950 31,8 0,94 91,7 0,91 

5,04 0,025 0,867 0,961 83,5 0,92 64,2 0,91 

6,23 0,025 1,11 0,976 113 0,90 49,5 0,94 

8,18 0,025 0,977 0,920 150 0,95 32,1 0,93 

 

 Para melhor análise dos dados obtidos, foram construídos gráficos da 

dependência dos valores de resistência de transferência de carga e elemento de fase 

constante em função dos valores de pH (Figura 34).  A Figura 34 apresenta a 

variação de resistência de transferência de carga das interfaces solução/rGO (Rsol/rGO) 

e rGO/poli(azo-BBY) (RrGO/pBBY) em função do pH estudado. 

 Para a interface solução/rGO (Rsol/rGO), os valores se mostraram estáveis, 

próximos a 1 k, durante o intervalo de pH 1,80 a 8,18. Na análise da interface 

rGO/poli(azo-BBY), três importantes pontos foram levados em consideração: i) o 

equilíbrio da redução do grupo azo para hidrazina no polímero (equação 6); ii) a reação 
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do oxigênio com o grupo hidrazina do polímero (equação 7); iii) dopagem do filme 

nanocompósito pelo íon H+. 

 

Figura 34 – Gráficos da dependência das resistências de transferência de carga (Rsol/rGO e 
RrGO/pBBY) (A) e dos elementos de fase constante (CPEdc e CPEfilme) (B) em função do valor de 
pH da solução de KCl 0,50 mol L-1 contendo 1,0 mmol L-1 de oxigênio dissolvido. A Barra de 
erro é referente ao desvio padrão calculado para 3 medidas realizadas com o mesmo sensor. 
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-N=N-(poli) + 2H+ + 2e-   -NH-NH-(poli)        (6) 

-NH-NH-(poli) + O2(aq)  -N=N-(poli)             (7) 

 

O estudo foi conduzido pela aplicação de um potencial constante de -0,30 V (vs. 

ECS) e na presença de grande quantidade de O2 dissolvido. Portanto, pode-se 

considerar que para ambos os equilíbrios as reações só ocorrem na direção da 

formação dos produtos. 

Cada reação destacada contribui de maneira diferente para aumento ou redução 

dos valores de resistência de transferência de carga da interface rGO/poli(azo-BBY). 

Onde (i) contribui para o aumento do valor de RrGO/pBBY e (ii) e (iii) para a diminuição 

do valor de RrGO/pBBY (Figura 35). 

Considerando apenas as reações i e ii (Equações 6 e 7), era esperado que o 

valores de RrGO/pBBY fossem maiores em valores de pH ácido, em comparação a 

valores de pH neutro ou básico. Pois, o aumento da concentração de íons H+ favorece 

a rápida regeneração dos sítios ativos do polímero oxidados pelo oxigênio dissolvido, 

prevalecendo no sistema a espécie do polímero em sua forma reduzida. 

 

Figura 35 – Representação esquemática do efeito da variação do pH sobre RrGO/pBBY. 

 

No entanto, a partir do pH 2,76 até o pH 1,82 observou-se uma diminuição dos 

valores de RrGO/pBBY. Assim, estimou-se que valores de concentração de H+ superiores 
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a 10-3 dê início a um processo de dopagem do polímero, favorecendo os mecanismos 

de transferência de carga com consequente diminuição dos valores de RrGO/pBBY. 

No intervalo de pH 2,76 a 4,16, houve uma faixa intermediária, onde há a 

diminuição da disponibilidade de íons H+ para dopagem do polímero, sendo utilizados 

prioritariamente na regeneração dos sítios ativos azo (Equação 6). 

Para os valores de pH superiores a 4,16, verificou-se uma estabilização nos 

valores de RrGO/pBBY, demonstrando a superioridade no número de sítios ativos do 

polímero em sua forma oxidada, o qual apresenta menor resistência. 

A nível de desempenho do sensor, foi verificado, na mesma faixa de pH, a 

influência das concentrações de íons H+ nos valores de impedância real (Z’) na 

frequência aplicada de 0,10 Hz. A Figura 36 apresenta o gráfico dos valores de 

impedância real em função do pH (Z’ vs pH) em solução de KCl 0,50 mol L-1 na 

presença de 1,0 mmol L-1 de oxigênio dissolvido. 

 

Figura 36 – Variação do valor de impedância real na frequência aplicada de 0,10 Hz do filme 
de poli(azo-BBY)-rGO em diferentes valores de pH da solução de KCl 0,50 mol L-1 contendo 
1,0 mmol L-1 de oxigênio dissolvido.  
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O sensor quimioresistor de poli(azo-BBY)-rGO demonstrou um comportamento 

estável nos valores de impedância real a partir do pH 2. Assim, o sensor pode ser 

aplicado para o monitoramento de oxigênio dissolvido em sistemas comuns.  
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5.5.  Otimização dos parâmetros analíticos da plataforma sensorial 

5.5.1. Influência da frequência 

A frequência desempenha papel importante na construção de um sensor 

quimioresistor baseado em cronoimpedância por estar diretamente relacionada ao 

tempo de resposta do sensor.  

Para avaliar a influência da frequência sobre o desempenho do sensor 

quimioresistor, foram construídas curvas analíticas para oxigênio dissolvido a partir do 

consumo do mesmo pela adição de alíquotas da solução padrão de Na2SO3 0,10 mol 

L-1 em solução de STF 0,05 mol L-1 (pH 7,4) saturada com o gás O2 (Figura 37). 

 

Figura 37 – Espectro do plano complexo de BODE (Z’ vs. log(frequência)) para a resposta do 
filme de poli(azo-BBY)-rGO frente a diferentes concentrações de oxigênio dissolvido em 
solução de STF 0,05 mol L-1 aplicando potencial de -0,30 V (vs. ECS).  
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A Figura 38 apresenta o gráfico da dependência da impedância real em função 

da frequência para as diferentes concentrações de oxigênio dissolvido. Variações 

significativas dos valores de Z’ são vistos na região de baixa frequência partir de ~4 
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Hz. Nessa faixa de frequência, verifica-se uma diminuição dos valores de Z’ com o 

aumento da concentração de oxigênio dissolvido. 

A partir da Figura 37 foram coletados os dados para construção das curvas 

analíticas contidas na Figura 38. Todas as frequências verificadas demonstraram 

regiões de comportamento linear, as quais diminuiram com o aumento dos valores de 

frequência. O maior intervalo linear de resposta anotado para a frequência de 0,10 Hz. 

 

Figura 38 – (A) Curvas analíticas do sensor de poli(azo-BBY)-rGO construídas a partir de 
diferentes valores de frequência. (B) Gráfico da dependência da sensibilidade do sensor em 
função da frequência de perturbação senoidal aplicada. 
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O aumento da frequência também influenciou na sensibilidade das curvas 

analíticas, tendo uma diminuição o aumento do valor de frequência. O maior valor de 

sensibilidade foi anotado para a frequência de 0,10 Hz. Apesar dessa frequência 

apresentar o maior intervalo de coleta de pontos (tempo mínimo de coleta de 12 

segundos), optou-se por fixa-la, uma vez que o tempo médio para a coleta de pontos 

não se mostra um empecilho para aplicação da plataforma sensorial baseada em 

nanocompósito no monitoramento do consumo de oxigênio em sistema biológico. 

Uma vez que os protocolos utilizados para averiguação desses sistemas trabalham 

com tempos médios de medidas na ordem de minutos (GNAIGER, 2014; RYAN et al., 

2014; WU et al., 2010).  
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5.5.2. Influência do Potencial Aplicado 

Para determinar a influência do potencial sobre o desempenho do sensor 

quimioresistor, foram realizadas medidas aplicando-se uma janela de potencial e 

verificando a variação dos valores de impedância real na presença de soluções de 

STF 0,05 mol L-1 saturadas com os gases N2 ([O2] ~0 mmol L-1) e 1,25 mmol L-1 de O2 

(Figura 39). 

 

Figura 39 – (A) Gráfico da dependência da impedância real (Z’) em função do potencial 
aplicado do sensor quimioresistor de poli(azo-BBY)-rGO em solução de STF 0,05 mol L-1 na 
presença dos gases N2 e O2 ([O2] = 1,25 mmol L-1). (B) Gráfico da dependência da diferença 
de Z’ obtido para as medidas em N2 saturado e O2 saturado. 

2

4

6

8

-0.4 -0.3 -0.2 -0.1 0.0 0.1 0.2

-3

0

3

6

(B)

 N2 sat.

 O2 sat.

Z
' 
(k


 c

m
2
)

0.25 V

(A)

 


Z

' =
 Z

' N
2
 -

 Z
' O

2
 (k


 c

m
2
)

E (V vs. SCE)
 



96 
 

O gráfico obtido demonstrou que valores de impedância real anotados no 

intervalo de potencial de -0,35 a -0,25 V (vs. ECS) apresentaram o comportamento 

característico de diminuição dos valores de impedância na presença de oxigênio 

dissolvido. Comportamento atípico foi anotado no intervalor de -0,25 a -0,10 V (vs. 

ECS), onde teve-se um aumento dos valores de impedância na presença da solução 

saturada com oxigênio dissolvido. 

Construindo-se um gráfico da diferença (ΔZ’) dos valores de Z’ em solução 

saturada com N2 e O2, verifica-se que para valores de potencial positivos não há 

variação significativa dos valores de impedância real. Para valores negativos, já 

discutidos no parágrafo acima, verifica-se que a maior variação negativa foi vista para 

o potencial de ~0,15 V e a maior variação positiva foi vista para o potencial de -0,35 V 

(vs. ECS). 

Com isso, foram escolhidos os potenciais de -0,35; -0,30 e -0,15 para verificar 

a influência dos mesmos no comportamento da curva de calibração. Na Figura 40, é 

possível verificar uma não linearidade para as curvas construídas sob potencial 

aplicado de -0,35 e -0,15 V (vs. ECS). 

 

Figura 40 – Curvas de calibração para o sensor quimioresistor poli(azo-BBY)-rGO construídas 
através da aplicação de diferentes potenciais aplicado. 
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Tendo apresentado comportamento linear na faixa de trabalho pretendida, que 

compreende a região entre 10-6 e 10-4 mmol L-1 de oxigênio dissolvido, o potencial de 

-0,30 V foi escolhido para ser fixado para continuação das investigações. 

 

5.5.3. Curva Analítica 

Após determinação dos valores de frequência e potencial de redução, foi 

possível utilizar a técnica de cronoimpedância para monitorar a variação das 

concentrações de oxigênio dissolvido em tempo real (Figura 41). Após saturação da 

solução de STF 0,05 mol L-1 com o gás oxigênio, eram realizadas sucessivas adições 

de padrão de Na2SO3 0,10 mol L-1. 

Tem-se uma resposta imediata do sensor quimioresistor, o qual apresenta 

aumento dos valores de impedância real após o consumo parcial do oxigênio pelo 

Na2SO3 adicionado. Os valores de impedância real alcançam estabilização do sinal 

em aproximadamente 60 segundos. Tempo esse suficiente para estar de acordo com 

a necessidade dos protocolos de analise mitocondrial, onde os mesmos necessitam 

de intervalos de tempo médio de 5 a 10 minutos para adição de cada substrato. 

 

Figura 41 - Resposta cronoimpedimetrica do sensor quimioresistor de poli(azo-BBY)-rGO em 
solução de 0,05 mol L-1 STF com frequência fixa de 0,10 Hz e potencial aplicado de -0,30 V 
(vs. SCE) frente a diferentes concentrações de O2 dissolvido (A). Curva de calibração para o 
sensor chemiresistor (B). A barra de erro foi calculada a partir do desvio padrão de 3 medidas 
utilizando o mesmo sensor. Temp. 25°C. 
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A Figura 41 demonstra a curva analítica para as medidas de cronoimpedância 

realizadas. A curva demonstra comportamento linear no intervalo de concentração de 

1,17 x10-5 a 1,02 x10-3 mol L-1 de oxigênio dissolvido com valor de sensibilidade de 

16,9 k cm² L mmol-1, expressa pela equação 8:  

 

Z’ (kΩ cm²) = 28.400.06 – 16,9 0.003 [O2 (mmol L-1)] (n = 10; R² = 0.9989)    (8) 

 

O sensor quimioresistor apresentou limite de detecção (LD) de                            

3,55 x10-7 mol L-1 e limite de quantificação (LQ) de 7,81 x10-6 mol L-1. Os valores de 

limite de detecção e sensibilidade apresentados pelo sensor quimioresistor o fazem 

um potencial sensor para oxigênio dissolvido, não restringindo seu uso na aplicação 

de quantificação de oxigênio dissolvido em sistemas biológicos.  
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5.5.4. Estudo dos Interferentes 

As analises protocoladas para o estudo da respiração mitocôndrial contam com 

a adição de diversos substratos e inibidores, com o objetivo de estimular a resposta 

de cada um dos complexos constituintes da cadeia transportadora de elétrons 

(KUZNETSOV et al., 2008; MAKRECKA-KUKA; KRUMSCHNABEL; GNAIGER, 

2015). 

Para avaliar o sensor quimioresistor quanto a seletividade, foram realizadas 

medidas de cronoimpedância frente a substratos utilizados em protocolos para as 

medidas de oximetria na avaliação da respiração mitocondrial (Figura 42). 

 

Figura 42 – A) Resposta cronoimpedimétrica do sensor quimioresistor de poli(azo-BBY)-rGO 
para a adição de alíquotas de interferentes em solução de respiração mitocondrial contendo 
1,0 mmol L-1 de oxigênio dissolvido com potencial aplicado de -0,30 V (vs. ECS) e frequência 
aplicada de 0,10 Hz. B) Resposta relativa do sensor quimioresistor frente aos interferentes. 

0 10 20 30 40 50 60

6

7

8

9

10

11

(A)

O
2

Citrocromo c

Succinato

ADP

 

Im
p

e
d

â
n

c
ia

 r
e

a
l 

(k


)

Tempo (min)

Piruvato

(B)

20

40

60

80

100

1,60%6,70%3,50%
1
 m

M
 O

2

O
2
 +

 1
 m

M
 P

ir
u

v
a

to

O
2
 +

 2
 m

M
 A

D
P

O
2
 +

 1
 m

M
 S

u
c

c
in

a
to

O
2
 +

 1
0
 

M
 C

it
o

c
ro

m
o

 C

Z
' 
R

e
la

ti
v
a
 (

%
)

1,50%

 

 

Para o estudo, os substratos (Figura 42) foram adicionados em solução de 

respiração mitocondrial contendo 1,0 mmol L-1 de O2 dissolvido, seguindo a ordem de 

adição e as concentrações estipuladas nos protocolos descritos por (KUZNETSOV et 

al., 2008; MAKRECKA-KUKA; KRUMSCHNABEL; GNAIGER, 2015).  

Em média, todas as substâncias testadas apresentaram valores de variação de 

sinal baixo (Variação < 6%), sendo a maior interferência anotada para o succinato.  

Esse resultado revela a seletividade do sensor quimioresistor poli(azo-BBY)-

rGO para a reação com o oxigênio dissolvido. Assim, foi possível a utilização do 

sensor chemiresistor em contato direto com o meio de analise sem a necessidade de 

uma membrana permeadora de oxigênio.  
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5.6. Aplicação do Sensor Quimioresistor 

Para abordar a aplicação do sensor na respiração mitocondrial, o consumo de 

O2 mitocondrial correspondente à resposta de cada complexo da cadeia de transporte 

de elétrons foi medido durante um protocolo sequencial de adição de substrato 

(KUZNETSOV et al., 2008; MAKRECKA-KUKA; KRUMSCHNABEL; GNAIGER, 

2015). A competição por esses substratos (piruvato, ADP, succinato e citocromo c) foi 

determinada pela resposta direta do sensor, como mostrado pelas medidas de 

impedância do O2 dissolvido (1,00 mmol L-1). 

O desempenho do sensor no monitoramento em tempo real do consumo de 

oxigênio mitocondrial foi avaliado em amostras de tecido coletadas do músculo 

esquelético de quatro diferentes grupos de ratos: controle (C), fumantes (F), fumantes 

exercitados (FE) e exercitados (E).  

A respiração mitocondrial pode ser avaliada, em geral, de acordo com o tipo de 

respiração. Existem três tipos principais de respiração (MAKRECKA-KUKA; 

KRUMSCHNABEL; GNAIGER, 2015): 1) o estado de respiração ROUTINE (R), que é 

a demanda de oxigênio celular no estado estacionário, sem quaisquer adições de 

substratos em excesso ao meio celular; 2) o estado de respiração LEAK (L), o qual é 

um acrônimo para o fluxo de oxigênio em repouso que compensa vazamento de 

prótons, deslizamento de prótons e ciclo de cátions, e está relacionado à geração de 

espécies reativas oxidativas (ROS); 3) o estado respiratório OXPHOS (P) é a 

capacidade respiratória mitocondrial para produzir ATP.  

A Figura 43 apresenta medições em tempo real do consumo de oxigênio celular 

pelo tecido estudado em tampão respiratório usando o sensor proposto. A diminuição 

da concentração de oxigênio (linha vermelha) foi detectada pelo sensor para cada 

adição de tecido (R) e piruvato (L). A adição de ADP (P) e succinato (P) aumentou 

substancialmente o consumo de oxigênio, devido a ativação do processo de 

fosforilação oxidativa mitocondrial. O citocromo c foi adicionado no final das medições 

para verificar a integridade mitocondrial, e nenhum efeito significativo foi detectado em 

todas as amostras.  

As taxas de consumo de oxigênio (Tabela 14) foram calculadas para cada 

substrato adicionado no sistema nos quatro grupos de teste, de acordo com as 

descrições da literatura (KUEH; NIETHAMMER; MITCHISON, 2013; LI; GRAHAM, 

2012). 
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Figura 43 - Curva do protocolo de titulação para monitoramento do consume de oxigênio 
mitocondrial (linha vermelha, eixo vermelho y) sobre o tempo (minutos). A concentração de 
oxigênio foi calculada a partir da curva de calibração para os valores de [O2]max e [O2]zero. 
Titulações de substratos mitocondriais e seu tempo de adição são mostrados com setas. Os 
estados de respiração são demonstrado com cores de fundo: (R) routine = azul; (L) leak = 
verde and (P) oxphos = amarelo. T = 37°C. 
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Tabela 14 - Consumo de oxigênio mitocondrial. Taxa de consume de oxigênio em diferentes 
estados da respiração mitocondrial. Valores representam a media para três animais de cada 
grupo. 

Grupo testado Fluxo de consume de oxigênio (mol g-1 L-1 s-1) 

 ROUTINE LEAK OXPHOS 

Controle 17,2  2,1 25,4  1,0 132,2  3,9 

Exercício 74,2  5,7 25,7  2,1 165,3  4,1 

Fumante 10,0  2,3 28,3  1,9 143,0  4,4 

Fumante/Exercício 19,3  3,1 27,8  1,8 104,0  6,2 

 

Os resultados obtidos demonstram uma clara diferença nos valores de 

respiração mitocondrial ROUTINE e OXPHOS entre os grupos de animais avaliados, 

mas não sendo tão expressiva em relação a respiração LEAK. 

Foi possível a verificação de um aumento significativo dos valores de respiração 

mitocondrial, tanto R quanto P, para o grupo submetido a exercício resistido em 

comparação ao grupo controle. Assim como foi possível verificar uma diminuição do 

valor de capacidade respiratória mitocondrial R e P para o grupo fumante, também em 

comparação ao grupo controle. Tais resultados vão de acordo com o estudo realizado 

por Porter et al (2015), onde, após o protocolo de treinamento resistido, foi observado 

a melhora da capacidade oxidativa mitocondrial em biopsias de músculo esquelético, 

de indivíduos saudáveis, atribuído para o aumento da quantidade de mitocôndria no 

tecido analisado após o treinamento resistido (PORTER et al., 2015). 

E quando associado o treinamento a exposição à fumaça de cigarro foi 

observado a diminuição da capacidade respiratória através de mecanismos ainda não 

totalmente compreendidos como: o aumento da produção de espécies reativas de 

oxigênio pela exposição à fumaça de cigarro e ao treinamento, promovendo possíveis 

danos às mitocôndrias (DEGENS; GAYAN-RAMIREZ; VAN HEES, 2015; 

KAMOGASHIRA; FUJIMOTO; YAMASOBA, 2015). 

Estes resultados mostram claramente a capacidade do sensor proposto para 

monitorar o consumo de oxigênio com substratos da cadeia respiratória, confirmando 

a manutenção de uma cadeia respiratória intacta e funcional quando os tecidos estão 

suspensos no tampão respiratório.  
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6. Conclusão 

Por técnica de eletropolimerização, foi possível obter a formação de um filme 

polimérico nanocompósito baseado no monômero Bismarck Brown Y e óxido de 

grafeno. 

Ao realizar as investigações comparativas entre o filme nanocompósito e o filme 

de poli(azo-BBY), foi verificado uma melhora no desempenho eletroquímico do filme 

de poli(azo-BBY) com a incorporação do óxido de grafeno reduzido em sua matriz 

polimérica. Demonstrando aumento dos valores de corrente, maior definição dos picos 

de potenciais do par redox e diminuição dos valores de resistência de transferência 

de carga do filme. 

 Pelos estudos eletroquímicos e caracterizações morfológicas foi proposto que 

a formação do filme nanocompósito ocorre por alternância das camadas de poli(azo-

BBY) – rGO durante a eletropolimerização. Onde durante a varredura anódica tem-se 

a formação do filme polimérico de Bismarck Brown Y e na varredura catódica tem-se 

a eletrodeposição das folhas de óxido de grafeno. Maiores estudos serão conduzidos 

para maiores esclarecimentos. 

 O filme nanocompósito demonstrou satisfatória resposta frente a molécula de 

oxigênio dissolvido. Através das investigações conduzidas por EIE, foi verificado que 

há a diminuição dos valores de resistência de transferência de carga quando o filme 

nanocompósito reage com a molécula de oxigênio dissolvido. 

 Dessa maneira, foi possível realizar a otimização do sensor quimioresistor, e 

através de cronoimpedancia, foi construída uma curva de calibração com valores de 

janela linear de resposta, limite de detecção e quantificação adequados para a 

aplicação no monitoramento de oxigênio dissolvido de sistemas biológicos. 

 Por fim, a plataforma sensorial foi aplicada no monitoramento em tempo real do 

consumo de oxigênio mitocondrial de tecido retirado do músculo gastrocnêmico de 

ratos submetidos a fumo passivo e a exercício resistido. Demonstrando ser uma 

ferramenta eficaz no estudo da capacidade respiratória dos complexos constituintes 

da cadeia transportadora de elétrons.  
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