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RESUMO 

 

Torre, A. A. B. Síntese e Caracterização de Nanoapartículas de 
Hexacianoferrato de Cobre e sua Aplicação em Biossensores de Glicose e 
Eletrodos Eletrocrômicos. 2007. 108p. Dissertação de Mestrado - Programa de 

Pós-Graduação em Química. Instituto de Química, Universidade de São Paulo, São 

Paulo. 
 

Neste trabalho, reportamos a síntese sonoquímica e a caracterização de 

nanopartículas de hexacianoferrato de cobre para a fabricação de filmes ultrafinos 

com expessura controlada. Aproveitando-se da sua esturutra nanométrica e do 

excesso  de carga superficial negativa, os métodos de imobilização propostos foram 

a deposição eletrostática camada por camada (LBL), utilizando-se o PAH como 

polieletrólito positivo (hidrocloreto de polialilamina); e a deposição eletroforética que 

utiliza um campo elétrico para que partículas carregadas em suspensão sejam 

atraídas para a superfície do eletrodo.  Os eletrodos modificados pelas 

nanopartículas de hexacianoferrato de cobre foram estudados com respeito às suas 

propriedades eletrocatalíticas e eletrocrômicas. O hexacianoferrato de cobre 

(HexFeCu) possui algumas características interessantes como a oxidação 

eletrocatalítica do peróxido de hidrogênio a baixos potenciais e com a vantagem de 

ser eletroativo em meios contendo Na+. A utilização desse composto estruturado 

nanometricamente proporciona ainda uma grande área superficial podendo acentuar 

suas características eletrocatalíticas. Além da aplicação em biossensores 

amperométricos, também foi possível a sua utilização em dispositivos 

eletrocrômicos, ao se perceber que o material mudava de cor ao ser reduzido ou 

oxidado, demonstrando alta reversibilidade, durabilidade eletrocrômica além de uma 

boa aderência das camadas de nanopartículas eletrostaticamente depositadas ao 

substrato de ITO.   

 
Palavras-chave: hexacianoferrato de cobre, nanopartículas, biossensores, 

dispositivos eletrocrômicos 

 
 



 

ABSTRACT 
 

Torre, A. P. B. Synthesis and characterization of  copper hexacyanoferate 
nanoparticles and its application in Glucose Biosensor and electrochromics 
electrodes. 2007. 108p. Masters Thesis - Graduate Program in Chemistry. Instituto 

de Química, Universidade de São Paulo, São Paulo. 
 

In this work, the sonochemical synthesis and the characterization of copper 

hexacyanoferrate nanoparticles for producing ultra thin films with controlled thickness 

is reported. Due to its nanometric structure and the excess of superficial negative 

charges, the proposed immobilization methods were the electrostatic deposition layer 

by layer (LBL), using the PAH as a positive polyelectrolyte Poly(allylamine 

hydrochloride) and the electrophoretic deposition which uses an electric field in order 

to attract the charged particles to the electrode surface. The study of the electrodes 

modified by the copper hexacyanoferrate nanoparticles was focused in its 

electrocathalytic and electrochromic properties. Copper hexacianoferrate (HexFeCu) 

presents some interesting properties like the electrocatalytic reduction of  hydrogen 

peroxide at low potential conditions with the advantage of being electroactive in 

media containing Na+. The utilization of this nanometrically-structured compound 

provides a very large surface area, enhancing its catalytic properties.  Besides its use 

in amperometric biosensors, it was also possible its use in electrochromic devices 

because color changes observed during redox cycles, demonstrating high 

reversibility, electrochromic durability and due to high adherence of nanoparticles to 

the ITO electrode. 

 

 

 
Keywords:  copper hexacyanoferrate, nanoparticles, biosensors, 

electrochromic dispositives  
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1. Introdução  

1.1. Nanomateriais 

A relação entre o homem e os materiais é bastante antiga. Desde os 

primórdios da civilização, o homem vem transformando a natureza em busca de 

materiais que facilitassem seu cotidiano. Tamanha foi a influência do 

desenvolvimento dos materiais em nosso cotidiano que vários períodos históricos 

receberam nomes como “Idade da pedra”, “Idade do bronze”, “Idade do ferro”, etc.  

Desde então, a intensificação dos conhecimentos em ciência e tecnologia 

permitiram um avanço exponencial na área dos materiais, descobrindo suas 

propriedades e limitações que possibilitaram novas maneiras de manipulação, 

processamento e fabricação. 

A nanociência e a nanotecnologia surgem como uma evolução natural e em 

resposta a necessidade de superação e de melhora das propriedades desses 

materiais. Com o desenvolvimento do microscópio, que cada vez mais atinge uma 

maior resolução, como por exemplo, os microscópios de tunelamento e de varredura 

que conseguem ampliar objetos em mais de 10 milhões de vezes. Outras técnicas 

como a ressonância magnética nuclear e os raios-X, além da microscopia de força 

atômica possibilitaram a compreensão dos átomos e moléculas em seu nível 

organizacional, assim como a sua manipulação na escala atômica1. A Figura 1 

ilustra a evolução dos materiais. 
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Figura 1: Representação da evolução histórica dos materias 

 

Muitas são as definições encontradas para nanociência e nanotecnologia, tais 

como as reportadas pela Royal Society e pela Royal Academy of Engineering2: 

“Nanociência é o estudo do fenômeno e da manipulação de materiais nas escalas 

atômica, molecular e macromolecular, onde as propriedades diferem 

significativamente daquelas de maior escala” e “Nanotecnologias são o projeto, a 

caracterização, a produção e a aplicação de estruturas, dispositivos e sistemas com 

controle de forma e tamanho na escala nanométrica”.  Outras ainda são mais 

específicas: “Nanotecnologia é constituída de áreas da tecnologia onde dimensões e 

tolerâncias no intervalo de 0,1 nm a 10 nm possuem um papel fundamental”.  

O conceito de nanomateriais foi introduzido há mais de 40 anos. O físico 

Richard Feynman explorou a possibilidade de manipulação de materiais na escala 

de átomos e moléculas individuais. Ele sugeriu em 1959 que os átomos poderiam 

ser organizados, conforme a necessidade, desde que não houvesse violações às 

leis da natureza e ainda mostrou que não havia razôes físicas que impedissem a 
 16
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fabricação de dispositivos por meio de átomos individuais3. De fato, os 

nanomateriais vem sendo utilizados há centenas de anos – a bela cor avermelhada 

encontrada em alguns tipos de vidro pode ser explicada pela presença de 

nanopartículas de ouro presas na matriz do vidro, o esmalte decorativo encontrado 

em algumas cerâmicas medievais contém nanopartículas metálicas nele dispersas. 

As técnicas utilizadas para produzir tais materiais eram consideradas segredos de 

comércio naquele tempo, e mesmo hoje não são completamente entendidas. 

A contribuição de diversas áreas do conhecimento tais como física, química, 

biologia, medicina e engenharia, foi imprescindível para melhor compreender e 

adquirir habilidade de cotrolar a estrutura dos materiais em escala nanométrica, 

propiciando, desta forma, um enorme avanço na área e consequentemente uma 

grande variedade de aplicações compreendendo desde dispositivos eletrônicos 

extremamente pequenos a biodispositivos  nanoestruturados.  

A variedade de nanomateriais é muito grande. Poucos materiais foram alvos 

de tanta pesquisa como os nanotubos de carbono. Em 1985 Kroto e colaboradores4 

surpreenderam ao sintetizar os fulerenos, onde a arquitetura dos carbonos sp2 e dos 

defeitos topológicos fornecem as condiçoes necessárias para que as camadas 

planas de grafite sejam fechadas. Tais sínteses incentivaram a busca de novas 

estruturas de carbono fechadas, quando em 1991, Sumio Iijima5 apresentou um 

novo tipo de estrutura finita de carbono, sintetizado de maneira similiar ao método de 

síntese dos qual foi chamado de “nanotubos de carbono”. Os nanotubos de carbono 

são 100 mil vezes mais finos que um fio de cabelo, possuem alta resistência 

mecânica – não quebram nem deformam quando dobrados ou submetidos a alta 

pressão. Dependendo do seu arranjo de anéis hexagonais ao longo da superfície 

tubular, os CNTs podem ser condutores ou semicondutores6. Também são 
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excelentes condutores de calor. Devido às suas propriedades extraordinárias, 

podem ser candidatos a diversas aplicações nanotecnológicas7 que vão de sensores 

e biossensores a nanoeletrônicos, etc. 

Os dendrímeros constituem outra classe de nanomateriais também bastante 

estudada. São originalmente conhecidos como moléculas cascata e foram 

sintetizados pela primeira vez acidentalmente por Tomalia8. Dendrímeros são 

macromoléculas monodispersas, altamente ramificadas, apresentando estruturas 

bem definidas e um peso molecular uniforme. Recentemente, tem sido utilizados 

como moldes para sintetizar nanopartículas metálicas. Essa é uma técnica 

inovadora, desenvolvida por Crooks e colaboradores9, em que íons metálicos são 

complexados no interior do dendrímero e com a adição de um forte redutor, aqueles 

são convertidos a metais com proporções nanométricas. Um exemplo, é a síntese 

de nanopartículas de ouro que utiliza o dendrímero Poliamidoamina (PAMAM) como 

molde e o H2 ou o NaBH4 como agentes redutores, permitindo um controle de 

tamanho e de composição das nanopartículas10. Essa mesma rota sintética tem sido 

utilizada para a síntese de uma grande veriedade de nanopartículas mono ou 

bimetálicas, incluindo: Au, Ag, Cu, Pt, Pd, Rh e Ru11. 

 

1.2. Nanopartículas: Propriedades, Síntese e Imobilização. 

Nanopartículas por definição são estruturas com diâmetro entre 1-100 nm. 

Por consequência dessa diminuição de tamanho apresentam propriedades físico-

químicas totalmente diferentes dos matariais com proporções maiores. O grande 

interesse nesse tipo de material é justamente essa mudança de propriedades. Por 

exemplo, nanopartículas de dióxido de titânio12 e de óxido de zinco13 se tornam 
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transparentes e são capazes de absorver e refletir radiação UV e portanto podem 

ser utilizados como protetores solares.  

Existe uma gama de discussões envolvendo os fatores que causam 

mudanças significativas das propriedades intrínsecas dos nanomateriais em relação 

aos materiais massivos e que não são necessariamente previsíveis a partir do 

comportamento observável em escalas maiores. Este efeito compreende mudanças 

nas propriedades eletrônicas14 de materiais, principalmente os semicondutores, 

onde tais mudanças são mais evidenciadas.  

No caso de materiais massivos, com um grande número de átomos, o que 

define se um material é condutor, semicondutor ou isolante é a diferença nas 

respectivas energias de GAP, ou seja, entre as bandas de condução e de valência. 

Deste modo quando um material é condutor, as duas bandas se encontram 

sobrepostas. Já para um material isolante, essa diferença é muito grande, não 

permitindo que os elétrons que se encontram na banda de valência passem para a 

banda de condução. Os materiais semicondutores possuem uma diferença 

intermediária entre as bandas de valência e de condução, permitindo que, em 

determinadas situações, os elétrons passem para a banda de condução. Quando um 

material é nanoestruturado, um pequeno número de átomos confinados na estrutura 

reticular do cristal faz com que sua estrutura atômica com níveis eletrônicos 

discretos (antes eram bandas) origine novos fenômenos como o supermagnetismo, 

mudanças nas propriedades ópticas15 e também mecânicas16. 

Além disso, nanopartículas com geometria definida apresentam algumas 

vantagens em relação aos materiais massivos (bulk), como por exemplo, possuem 

alta relação superfície/volume, potencializando, portanto as propriedades intrínsecas 

do material governadas por efeitos de superfície. Em materiais massivos, a 
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quantidade de átomos que ficam em contato com a superfície externa é 

relativamente muito pequena. Quando materiais são reduzidos de tamanho, a área 

superficial aumenta e por consequência, os sítios ativos ficam mais expostos. As 

propriedades tais como níveis de energia, estrutura eletrônica e reatividade dos 

átomos externos do material são bastante diferentes das dos seus átomos internos, 

justamente pelo seu íntimo contato com a superfície. A Figura 2 ilustra o efeito da 

diminuição de tamanho na área superficial do material.  

 

 

 

 

 

 

 

1 cubo de lado m
Volume: m3

Área superficial: 6 x m2

8 cubos de lado m/2
Volume: m3

Área superficial: 12 x m2

64 cubos de lado m/4
Volume: m3

Área superficial: 24 x m2

Figura 2: Efeito da diminuição de tamanho de um material massivo: o volume se mantém constante, 

mas a área superficial se multiplicou. 

 

Nanopartículas metálicas tem também suas propriedades modificadas em 

relação ao metal massivo. Entretanto, as origens das propriedades de nanoescala 

dos metais são diferentes das encontradas para os semicondutores17. O ouro 

metálico com dimensões reduzidas para a escala nanométrica exibe propriedades 

muito diferentes, como por exemplo, a mudança de cor de amarelo para vermelho, 

roxo ou azul dependendo do tamanho18. No caso dos metais, essa mudança está 

relacionada com a oscilação de elétrons na banda de condução, mais conhecida 

como oscilação plasmônica19. Como o diâmetro das partículas é da ordem da 
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profundidade de penetração das ondas eletromagnéticas nos metais, a luz pode 

penetrar na partícula. O campo dentro da partícula desloca os elétrons da banda de 

condução com respeito às cargas positivas, gerando portanto, cargas opostas em 

lados opostos da partícula e consequentemente uma atração eletrostática entre as 

mesmas. Portanto, se a frequência de oscilação da luz entra em ressonância com 

frequência da oscilação coletiva de elétrons, mesmo um campo incidente de baixa 

intensidade pode provocar intensas oscilações. Além disso, a frequência da 

oscilação está relacianada com a separação de cargas e consequentemente com o 

tamanho das partículas, observando-se deste modo, alterações de cores quando o 

tamanho da partícula muda20. 

Para o ouro, essa oscilação se encontra geralmente na região vísivel do 

espectro. Devido às propriedades ópticas resultantes da diminuição de tamanho, as 

nanopartículas de metais nobres encontram muitas aplicações como em detectores 

ou em  técnicas de imagem21.   

Por outro lado, a diminuição de tamanho proporciona também ao ouro, um 

metal com características inertes, a possibilidade de atuar como catalisador22. 

Haruta e colaboradores demonstraram que nanopartículas de ouro apresentam alta 

atividade catalítica para a oxidação química e eletroquímica do monóxido de 

carbono e metanol23.  

A síntese dos nanomateriais é também um aspecto muito importante na 

ciência dos materiais. Consideráveis progressos na tentativa de solucionar 

problemas como a baixa cristalinidade, polidispersividade em tamanho e forma e 

defeitos eletrônicos de superfície, têm sido feitos ao longo dos anos.   

De um modo geral, os métodos de síntese se dividem em métodos químicos e 

métodos físicos24. Os físicos são conhecidos como top dow, e vão da escla macro 
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para a micro, utilizando a quebra de partículas maiores através de processos físicos 

para que elas fiquem com tamanhos nanométricos. Exemplos desse tipo de síntese 

são a nanolitografia e a sonólise24. Já os métodos químicos, conhecidos como 

bottom up, são baseados em reações químicas com a utilização de precursores 

moleculares ou atômicos, permitindo um maior controle sobre as características das 

nanopartículas que se deseja obter, além de serem mais simples e eficazes. 

A síntese de materiais nanoestruturados muito tem em comum com a síntese 

dos materiais coloidais já que as nanopartículas obtidas em solução permanecem 

dispersas, representando uma forma de dispersão coloidal.  

A maior parte das rotas sintéticas para produzir nanopartículas utiliza, para 

impedir o crescimento descontrolado das particulas, algumas moléculas 

estabilizantes que por efeito estérico impedem a aglomeração. Outra rota sintética é 

a utilização de partículas eletricamente carregadas, que por repulsão entre cargas 

não se aglomeram, evitando deste modo o crescimento. Uma terceira forma de 

impedir o crescimento é a separação temporal dos processos de nucleação e de 

crescimento. Se a nucleação é induzida por uma perturbação do sistema, como 

elevação da temperatura, e abaixamento repentino, a nucleação e o crescimento 

acontecem separadamente e darão origem a nanopartículas menores25. 

Existem diversas técnicas para a síntese de nanopartículas, das quais podem 

ser citados o processo sol-gel26, o tratamento térmico de metais27, o eletrospray28, 

reações confinadas envolvendo micelas29 ou dendrímeros9 e a síntese 

ultrassônica30,31 que, aliás, será abordada com mais detalhes na parte de discussão 

deste projeto. Existem na literatura muitos trabalhos reportando a síntese de 

nanopartículas de hexacianoferratos de metais de transição32-34. Nanopartículas de 
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hexacianoferrato de cobre, por exemplo, podem ser preparadas utilizando 

microemulsões de água em óleo (H2O/AOT/n-heptano)35. 

A imobilização das nanopartículas em um substrato também é uma etapa 

muito importante na construção de dispositivos nanoestruturados. A grande 

dificuldade desta etapa é justamente incorporá-las junto ao substrato sem, no 

entanto, prejudicar o seu caráter nano, impedindo que se aglomerem e voltem ao 

estado massivo.  

Existem várias técnicas de imobilização, algumas são técincas químicas como 

a deposição química de vapor36, envolvendo reações químicas e outras 

simplesmente físicas. Como métodos físicos pode-se citar a deposição física de 

vapor37 onde os percursores da nanoestrutura desejada são vaporizados de 

diferentes formas e depositados num substrato de forma a originar o cristal desejado 

na qual estão apenas envolvidos processos físicos; casting38onde o material a ser 

depositado é dissolvido em um solvente e colocado sobre o substrato e depois 

evaporado para a formação do filme; deposição eletroforética39 que consiste em 

aplicar um campo elétrico para que partículas carregadas em suspensão sejam 

atraídas para a superfície do eletrodo; deposição eletrostática camada por 

camada40 mais conhecida como LBL (do inglês layer by layer), nesse método, 

nanopartículas e polieletrólitos com cargas opostas são depositados alternadamente 

sobre um eletrodo, através de atrações eletrostáticas, formando bicamadas 

consecutivas.  

Os dois últimos métodos serão abordados nos tópicos de discussão por se 

tratar dos métodos utilizados no presente trabalho. 
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1.3. Aplicações 

Os materiais baseados em hexacianoferratos de metais de transição têm 

encontrado aplicações em diversas áreas do conhecimento. Podem ser citadas 

aplicações41 em formação de fotoimagens, trocadores iônicos, sensores de íons, 

baterias, dispositivos fotomagnéticos, eletrocromismo, sensores e biossensores. Por 

se tratar do tema deste trabalho, nos próximos tópicos será dada uma abordagem 

mais detalhada sobre biossensores e dispositivos eletrocrômicos e a importância 

das nanopartículas de hexacianoferrato de cobre para tais fins. 

 

1.3.1. Biossensores  

Sensores químicos são dispositivos capazes de fornecer informações quanto 

à composição do meio em que operam, transformando uma informação química em 

sinal analítico. São constituídos por dois componentes básicos, um sistema de 

reconhecimento químico que promove a seletividade requerida para um determinado 

analito; e um sistema de transdução físico-químico que transforma o sinal analítico 

em sinal físico. Nos biossensores o sistema de reconhecimento químico é composto 

por um elemento biológico42. A Figura 3 a seguir mostra uma representação 

esquemática de um biossenor.  
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Figura 3: Representação de um biossesor 

 

Os elementos de reconhecimento biológicos podem ser enzimas, células, 

organelas, anticorpos, antígenos ou tecidos43. Dentre esses, os mais comumente 

empregados são as enzimas devido à possibilidade de poderem ser utilizadas em 

sua forma pura, interagirem com um substrato específico e a sua propriedade 

catalítica que promove a amplificação da resposta durante a transdução do sinal. As 

oxidases são as enzimas mais utilizadas, sendo o sinal produzido pela oxidação de 

peróxido de hidrogênio sobre o eletrodo, gerado como produto da reação 

enzimática44. 

Nos recentes anos, a combinação dos conhecimentos das áreas de 

eletroquímica, bioquímica, física e engenharia tornou possível produzir biossensores 

com alta especificidade, sensibilidade, acurácia, seletividade e confiança. 

Os biossenores ficaram também mais compactos, simples para o uso, 

rápidos, com baixo consumo de reagente e com baixo custo; características as quais 

os tornam uma alternativa bastante atrativa ás técnicas de análise para amostras 

biológicas convencionais. Oferecem também oportunidades de aplicação promissora 
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em diversos campos como na biomedicina, cuidados com a saúde, agricultura e 

veterinária. 

O primeiro biossensor foi proposto em 1962 por Clarck e Lyons45, que 

consistia em um eletrodo de monitoramento do consumo de oxigênio como um fina 

camada de enzima nele imobilizada. A partir de então, tem-se registrado um 

crescente interesse no desenvolvimento dessa área. Durante os anos 80, bastante 

atenção foi dada aos biossensores, principalmente no que se refere ao 

desenvolvimento de biossensores de glicose de segunda geração46 e à utilização de 

eletrodos modificados para incrementar o desempenho do sensor47. Já nos anos 90, 

intensificou-se a busca por materiais os quais melhorassem a comunicação entre o 

centro redox da enzima e a superfície do eletrodo; e desde então, o interesse voltou-

se para dispositivos subcutâneos minimamente invasivos48, com aplicações clínicas 

potenciais para o monitoramento em tempo real e diagnósticos in vivo. 

 

1.3.1.1. Tipos de Biossensores 

Os biossensores podem ser classificados de acordo com a sua 

especificidade biológica, possuindo um elemento de reconhecimento biocatalítico 

(enzimas,células ou tecidos) ou um elemento de reconhecimento por bioafinidade ou 

biocomplexação (interação anticorpo-antígeno); e podem também ser classificados 

de acordo com o princípio físico utilizado pelo transdutor (sensores 

eletroquímicos, piezoelétricos49, termoelétricos50 ou ópticos51).  

Os biossensores eletroquímicos52 são os mais comumente utilizados. Seu 

princípio de funcionamento é baseado nas reações redox, que acontecem na 

interface eletrodo / analito, transformando o sinal analítico conferido pela 

especificidade da biomolécula em sinal elétrico que será medido por um detector 
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eletroquímico. Portanto, os biosensores eletroquímicos combinam a seletividade de 

enzimas como a glicose oxidase, por exemplo, com a versatilidade e a simplicidade 

dos sistemas eletroquímicos53. Os biossensores eletroquímicos podem ainda ser 

divididos em três categorias: os condutimétricos54, os potenciométricos55,56 e os 

amperométricos .  

Dos biossensores eletroquímicos, os mais amplamente empregados são os 

do tipo amperométricos. O método amperométrico pode proporcionar altas 

sensibilidades ao dispositivo. Muitas moléculas de interesse biológico não são 

intrinsecamente eletroativas e, portanto não podem ser detectadas diretamente. A 

utilização de enzimas cujas reações redox catalíticas e bioespecíficas podem 

produzir espécies eletroativas que podem ser detectadas eletroquimicamente. O 

método de detecção amperométrico envolve basicamente um potencial constante 

aplicado, entre o eletrodo de trabalho e o de referência, que controla a corrente 

produzida pela reação redox dos produtos da reação bioquímica (no caso dos 

biossensores) na superfície do eletrodo que por sua vez é proporcional á 

concentração do analito em questão. Diferentemente do modo potenciométrico, no 

amperométrico, existe consumo do analito e consequentemente, o transporte de 

massa é de fundamental importância e deve ser controlado. O O2 e o H2O2 são o co-

substrato e o produto de muitas reações enzimáticas e são também moléculas 

eletroativas podendo ser detectadas eletroquimicamente e relacionadas á 

concentração do analito. 

Os biossensores amperométricos de glicose são geralmente categorizados 

em três classes (ou gerações), baseados no mecanismo da reação eletroquímica 

envolvida.  
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Os de primeira geração são baseados na oxidação da glicose pela glicose 

oxidase (GOx)de acordo com as seguintes reação: 

 

 

β- D- glicose + GOx(FAD)                   glucono-δ-lactona + GOx(FADH2)  (1) 

                             GOx(FADH2) + O2                  GOx(FAD)  + H2O2                        (2) 

      

Neste caso o incremento na concentração de H2O2 ou o decréscimo na 

concentração de O2 devido a reação 2 são detectados eletroquímicamente e são 

proporcionais á concentração de glicose. Um inconveniente deste tipo de biossensor 

é que ele é dependente da concentração de oxigênio dissolvido no meio57. A  Figura 

4, a seguir representa um biossensor de primeira geração. 
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Figura 4: Representação esquemática do funcionamento de um biossensor amperométrico 
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Porém, o potencial requerido para essa oxidação é de aproximadamente  

650 mV, reduzindo, portanto a própria especificidade conferida pela presença da 

enzima.  

Uma alternativa para o referido problema é a modificação da superfície do 

eletrodo com agentes que permitam que a oxidação aconteça em potenciais mais 

baixos. Esses agentes são chamados de mediadores e podem prontamente 

participar da reação redox com um componente biológico promovendo a rápida 

transferência do elétron58. Além disso, os mediadores ainda diminuem a 

dependência com relação ao O2.   

Esses biossensores são classificados como de segunda geração. As 

equações a seguir  representam reações que envolvem a utilização de mediadores. 

 

β- D- glicose + GOx(FAD)                   glucono-δ-lactona + GOx(FADH2)  (3) 

                         GOx(FADH2) + 2M                   GOx(FAD)  + 2M* + 2H+                  (4) 

                                                  2M*                  2M + 2e-                                                   (5) 

 

Os hexacianoferratos de metais de transição são mediadores bastante 

conhecidos por suas propriedades eletrocatalíticas. A oxidação eletrocatalítica do 

peróxido de hidrogênio pelo azul da prussia (hexacianoferrato de ferro) foi 

extensivamente estudada59-61 pois possibilita a sua detecção seletiva a baixos 

potenciais, evitando as interferências causadas por compostos redutores presentes 

nas amostras. A Figura 5 representa um biossensor amperométrico baseado em 

Azul da Prússia (AP). 
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Figura 5: Representação esquemática de um biossensor amperométrico baseado em azul da prússia 

 

A classe de biossensores de terceira geração é baseada na transferência 

direta de elétrons entre a enzima e o eletrodo62. Para tanto, a distância entre o sítio 

ativo da enzima e a superfície do eletrodo deve ser mínima. Uma das formas de 

fazer isso seria a utilização do método de orientação prefencial da enzima63. Outra 

forma seria conectar a enzima através de fios moleculares que facilitem a 

transferência de elétrons64, ou ainda utilizar polímeros condutores como matriz para 

a imobilização da enzima65

 

1.3.1.2. Mediadores: Análogos do Azul da Prússia  

Os eletrodos enzimáticos mediados são conhecidos por serem menos 

susceptíveis á interferências devido aos baixos potenciais de eletrodo.  

Como já dito anteriormente, os hexacianoferratos de metais de transição são 

mediadores bastante conhecidos por suas propriedades eletrocatalíticas. Pertencem 

a uma importante classe de compostos de valência mista, sendo que a presença de 
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dois picos redox, um de alto spin e outro de baixo spin eletrônico, no caso do azul da 

prússia, proporciona aplicações potenciais em diversas áreas.  

Apesar de o AP possuir essas exelentes propriedades eletrocatalíticas, sua 

sua incapacidade de mediar a eletrocatálise do peróxido de hidrogênio em meios 

contendo íons Na+ 66 restringe sua utilização em amostras biológicas. A atividade 

eletrocatalítica do AP depende do fluxo de cátions através dos canais e buracos do 

sólido para que se efetue o balanço de cargas durante as reações de oxidação e de 

redução. Como a sua estrutura possui canais de diâmetro de aproximadamente  

1,6 Å, íons com raios hidrodinâmicos maiores que esse valor, como no caso do Na+ 

que possui raio hidrodinâmico de 1,83 Å, não poderão efetuar a compensação de 

cargas (Figura 6).  
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Figura 6: Ilustração dos canais de azul da prússia e a impossibilidade de íons hidratados de Na+ 
entrarem por entre seus canais 

 

Dessa forma, é de grande interesse estudar compostos alternativos ao AP, 

atualmente é possível encontrar diversos trabalhos em literatura onde são estudados 

compostos análogos ao AP, como, por exemplo, o hexacianoferrato de níquel, 

cobalto e de cobre, onde temos a substituição de átomos de Fe3+ por níquel67, 

cobalto e cobre68,  69 respectivamente. Esses compostos análogos têm sido bastante 

utilizados em eletroanalises. A detecção de dopamina70, NADH71, cisteína72, 

hidrazina73 e vitamina B6
74 foram realizadas utilizando os hexacianoferratos de 

níquel, cobalto e cobre. 

O hexacianoferrato de níquel, por exemplo, é caracterizado por exibir 

excelentes propriedades redox, com respostas reprodutíveis, reversíveis e bem 

definidas podendo também atuar em meios contendo outros metais alcalinos além 

do potássio75. Apresentou bons resultados também quando utilizado para catalizar a 
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eletrorredução do peróxido de hidrogênio, principalmente quando utilizado 

juntamente com o polipirrol, formando um híbrido76.  

O hexacianoferrato de cobalto também exibe respostas eletroquímicas muito 

boas e bem definidas. É um forte candidato para aplicações eletroanalíticas, 

possuindo atividade eletrocatalítica para uma grande diversidade de compostos 

incluindo ácido ascórbico, nitrito, hidrazina, NADH, hidroxilamina e paracetamol77.  

Um comportamento semelhante pode ser encontrado no análogo do AP, o 

hexacianoferrato de cobre (Figura 7), o nosso material de interesse. Nele, os átomos 

de ferro (III) (raio iônico = 78,5 pm), do AP, coordenados a átomos de Nitrogênio são 

substituídos por Cu (II) (raio iônico = 87 pm), distorcendo a sua estrutura cúbica de 

face centrada. Nesse caso, os átomos de cobre podem ocupar dois tipos de sítios: 

CuA formando um quadrado planar com os átomos de Nitrogênio (CuN4); ou CuB 

com número de coordenação fracionada e igual a ¼, sendo que os átomos de Cobre 

não são ligados ao ferro por ponte CN e são mais móveis que os CuA. A distorção 

provocada pelos átomos Cu resulta em uma estrutura cúbica mais aberta, com 

vacâncias que podem mais facilmente ser ocupadas por moléculas de H2O ou de 

íons como, por exemplo, o Na+, podendo, diferentemente do azul da prússia, atuar 

em meios contendo outros íons de metais acalinos. 
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Figura 7: (a) Estrrtura cúbica do hexacianoferrato de cobre; (b) Visão frontal da estrutura mostrando a 
coordenação dos átomos de Cu por átomos de N e dos atomos de Fe por átomos de C. 

 

O hexacianoferrato de cobre possui também atividade eletrocatalítica para 

ascorbato, hidrazina, vitamina B6, hidroxilamina, ascorbato e hidroxilamina. 

Propriedades ainda mais interessantes são esperadas desses materiais em 

proporções nanométricas. Efeitos de superfície e compensação de cargas mais 

rápidas potencializam suas propriedades eletrocatalíticas, tornando-os mais 

atraentes quando utilizados em sensores, biossensores e em dispositivos 

eletrocrômicos, como trataremos a seguir. O azul da prússia nanoparticulado tem 

sido bastante estudado, principalmente nas áreas que envolvem eletrocatálise78 e 

eletrocromismo79.   
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1.3.2.   Dispositivos eletrocrômicos  

O eletrocromismo é a propriedade que alguns materiais cromógenos possuem 

em alterar sua cor reversivelmente, induzida pela aplicação de um potencial externo. 

É a mudança visível e reversível na transmitância e/ou reflectância que está 

assiciada com a reação eletroquimicamente induzida de oxirredução80. A mudança 

de cor resulta de diferentes bandas de absorção no visível dos estados reduzidos e 

oxidados do material.  

Os materiais eletrocrômicos são de grande interesse tecnológico e comercial. 

Possuem algumas características vantajosas em relação aos dispositivos de cristal 

líquido, utilizados atualmente em janelas e visores, tais como alto contraste óptico, 

independência em relação ao ângulo de visão, memória óptica, estabilidade aos 

raios ultravioleta e ampla operação em várias faixas de temperatura81. Possuem 

aplicação prática principalmente em espelhos retrovisores eletrocrômicos para 

automóveis, displays e janelas eletrocrômicas (Figura 8).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8: Exemplos de janelas eletrocrômicas que mudam o contraste óptico de acordo com o 
potencial aplicado. 
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Os estudos envolvendo eletrocromismo utilizam técnicas comuns à 

eletroquímica como a voltametria cíclia, a amperometria ou a coloumetria acopladas 

a métodos espectroscópicos in situ. Essa técnica, que combina a eletroquímica com 

a espectroscopia é conhecida como espectroeletroquímica. Algumas modificações 

especiais são feitas à configuração da célula eletroquímica, como por exemplo, o 

eletrodo de trabalho deve ser transparente a radiação visível (para os casos em que 

as medidas são feitas com base na radiação que atravessa o eletrodo), assim como 

a própria célula. O material eletrocrômico pode ser apropriadamente imobilizado 

sobre o eletrodo de trabalho que por sua vez deve ser colocado no caminho óptico 

da radiação incidente para que as mudanças espectroscópicas sejam 

simultâneamente medidas com relação ás medidas eletroquímicas. 

As bases envolvidas na espectroeletroquímica são simples. No caso da 

técnica espectroscópica ser o UV-visível, se um feixe de radiação eletromagnética 

atravessa um eletrodo transparente, onde um material eletrocrômico está 

imobilizado e em que se está produzindo uma reação de oxirredução, a evolução 

deste processo pode ser seguida pelas variações de absorbância do sistema. Para 

que isso aconteça, as  espécies que participam da reação devem interagir com a 

radiação incidida. Suponha-se que o material eletrocrômico (M)  adsorvido no 

eletrodo passe de um estado reduzido (MRed) para oxidado (Mox). As variações de 

absrobância detectadas são consequência da formação da espécie oxidada. Os 

conceitos espectroscópicos82 como a lei de Lambert-Beer continuam valendo para 

esses casos, de acordo com equação a seguir: 
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A = ε . b . CMox    (6)   

 

Onde A é a absobância, ε é a absorvitidade molar e b é o caminho óptico. 
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Deste modo, pode-se relacionar a concentração de sítios eletrocrômicamente 

ativos do material com a absorbância medida. 

Alguns parâmetros são importantes para avaliar o desempenho de um 

dispositivo eletrocrômico, entre eles, a memória óptica, o tempo de resposta (τ), a 

eficiência eletrocrômica (η), contraste óptico e durabilidade.  

A memória óptica de um dispositivo eletrocrômico pode ser definida como o 

tempo que o material eletrocrômico retém a cor (induzida pela mudança 

eletroquímica) sem nenhum potencial aplicado, ou seja, em potencial de circuito 

aberto. 

O contraste óptico é a diferença de transmitância (∆%T ou ∆%A) entre os 

estados colorido e descolorido. 

O tempo de resposta eletrocrômico (τ) é o tempo necessário para que o 

dispositivo mude de cor. Para aplicações em dispositivos comerciais, tempos de 

respostas rápidos são requeridos. Não existe atualmente nenhuma definição 

específica sobre qual a proporção exata da variação total de transmitância que o 

tempo de resposta deve ser medido. Alguns simplesmente consideram o tempo 

como sendo o necessário para que ocorra a variação total de transmitância, outros 

consideram 90 % dessa variação, etc.  

 A eficiência eletrocrômica (η), expressa em C-1 cm2, correposnde à 

quantidade de carga envolvida na mudança de cor em um determinado comprimento 

de onda (λ) e por unidade de área. Altas eficiências eletrocrômicas são exigidas na 

construção de um dispositivo. Pode ser calculada de acordo com a seguinte 

equação:  
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Onde ∆A é a variação de absorbância e Q é a carga elétrica envolvida. 

O fenômeno eletrocromismo foi descoberto com o óxido de tungstênio83 que 

ainda é um dos principais materiais eletrocrômicos utilizados e candidatos para o 

uso em larga escala em dispositivos eletrocrômicos. Outros óxidos de metais de 

transição são também eletrocrômicos, como se podem citar os óxidos de rutênio84, 

de cobalto e de manganês85, etc 

Os polímeros condutores86 constituem uma classe de materiais 

eletrocrômicos  também bastante estudada. Entre eles, o polipirrol87 e a polianilina88 

são os mais conhecidos. 

O azul da prussia89 é um reconhecido pigmento pertencente à família dos 

hexacianoferratos de metais de transição cujo arranjo estrutural único (cúbico de 

face centrada com o íon do metal de transição ligado a grupos cianetos ricos em 

elétrons) lhe confere propriedades importantes como a modulação da sua 

absorbância óptica por processos eletroquímicos reversíveis nos centros de metal, 

sendo portanto um material eletrocrômico que no estado oxidado é azul e quando 

reduzido se torna incolor de acordo com a Figura 9. 
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Figura 9: Célula eletroquímica contendo um eletrodo modificado por azul da prussia. Quando 
o material está no seu estado oxidado apresenta a coloração azul e quando é reduzido torna-se 

incolor 

 

Além dos estados de oxidação acima descritos, o azul da prússia aida possui 

a forma [FeIIIFeIII (CN)6]-, que é conhecida como verde de berlim (VB). Esse material 

possui características bastante difundidas no meio científico com uma grande 

produção literária sobre o tema. Hammond e colaboradores têm desenvolvido novos 

aspectos do AP como material eletrocrômico na sua escala nanométrica79, 90. 

Dispositivos eletrocrômicos baseados em materiais com estruturas 

nanométricas proporcionam, além de uma grande área superficial, um contato íntimo 

com a solução eletrocatalítica fazendo com que se tenha compensação de cargas 

rapidamente, resultando em tempos de coloração/descoloração igualmente rápidos, 

da ordem de mili-segundos91. 

Muitos artigos relativos a síntese de nanopartíclas inorgânicas, como óxido de 

molibdênio92, hidróxidos de níquel93 e de cobalto94, azul da prússia, óxido de 
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tungstênio95 e dióxido de titânio modificado por cromóforos orgânicos96, entre outros, 

tem sido reportados na literatura, mas apenas alguns exemplos desses 

nanomateriais com aplicação em dispositivos eletrocrômicos tem sido publicados.  

Diferentemente do filme de hexaicianoferrato de cobre, não existe nenhuma 

referência com relação ao eletrocromismo deste análogo do azul da prússia com 

estrutura nanométrica na literatura. Dessa forma, os estudos envolvendo a 

diminuição de tamanho do hexacianoferrato de cobre sob a perspectiva 

eletrocrômica são de grande importância. 
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2. Objetivos  

O presente trabalho tem como objetivos principais a síntese de 

nanopartículas de hexacianoferrato de cobre, um análogo do azul da prússia, assim 

como a sua caracterização físico-química visando a sua utilização em biossenssores 

de glicose e em dispositivos eletrocrômicos.  
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3. Parte Experimental 

3.1. Reagentes  

Todos os sais inorgânicos (CuCl2 . xH2O, K3Fe(CN)6, KCl, NaCl (Synth)), HCl 

e hidrocloreto de polialilamina, (PAH, Aldrich) foram de máxima pureza e utilizados 

tais como recebidos. A enzima Glicose Oxidase (EC 1.1.3.4) 162.000 u/g foi 

adquirida da Sigma.  As soluções de D-glicose anidra (Synth) permaneceram em 

repouso por uma noite antes de sua utilização, para se alcançar o equilíbrio 

mutorrotacional. O glutaraldeído (Merck, 25%) e o e o soro de albumina bovina 

(BSA, Sigma)  foram utilizados tais como recebidos. Todas as soluções aquosas 

foram preparadas utilizando água ultra-pura (Elga System UHQ, 18 MΩ cm-1).  

 

3.2. Síntese das Nanopartículas de Hexacianoferrato de Cobre 

A síntese do hexacianoferrato de cobre se deu de maneira extremamente 

simples. Combinou-se a síntese química com a irradiação ulltrasônica, e para tanto, 

gotejou-se vagarosamente uma solução de K3Fe(CN)6 20 mmol L-1 + KCl 0,1 mol L-1 

sobre uma solução de CuCl2  20 mmol L-1 + KCl 0,1 mol L-1, cujo recipiente continha 

uma sonda de ultra-som (20 kW, 10 W cm-1). Utilizou-se o modo de vibração 

pulsado. A seguir, na Figura 10, segue a representação esquemática da síntese.  

 

 

 

 

 



Resultados 

 

  

 

 

 

 

  

Figura 10: Representação esquemática da síntese ultrasônica das nanopartículas 
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Logo após a síntese, o hexacianoferrato de cobre foi submetido a um processo de 

diálise por dois dias, e depois estocado em recipiente apropriado. 

 

3.3. Imobilização das Nanopartículas 

Foram empregadas duas diferentes técnicas de imobilização: a deposição 

eletrostática camada por camada (LBL) e a deposição eletroforética (EPD).  

A imobilização por LBL consistiu em intercalar as nanopartículas de 

hexacianoferrato de cobre com um policátion como o PAH sobre um eletrodo de ITO 

(eletrodo transparente modificado por um filme condutor de óxido de índio dopado 

com estanho). A estrutura do PAH pode ser vista na Figura 11. 

*
*

NH3+

n
 

Cl-

 

Figura 11: Estrutura do policátion PAH 
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O substrato de ITO foi mergulhado em uma solução de PAH (5mg mL-1)  

durante 5 minutos, depois mergulhado em água sob agitação magnética durante 1 

minuto e seco com uma corrente de N2. Posteriormente imergiu-se o substrato na 

dispersão de nanopartículas de hexacianoferrato de cobre (3 mg mL-1) por 5 minutos 

e novamente foi lavado com água durante 1 minuto e seco com N2. Estas operações 

foram repetidas até atingir o numero desejado de bicamadas. Todas essas 

operações foram executadas por um equipamento especialmente desenvolvido para 

o nosso grupo de trabalho pela empresa Prossiga Informática. Tal equipamento 

(Figura 12) consiste de um braço mecânico que realiza movimentos de subida e 

descida, de um disco rotatório que determina a posição dos béqures que contém as 

soluções desejadas, de um agitador magnético interno e de um sistema de secagem 

a gás que pode ser conectado, por exemplo, à saída de nitrogênio e também de um 

sistema computadorizado que controla os comandos de tempo de mergulho, 

secagem, agitação, etc. 

 

 

Figura 12: Foto do equipamento utilizado para contruir as bicamadas de HexFeCu e PAH. 
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Na imobilização por EPD, utilizou-se um eletrodo de ITO previamente 

modificado por uma camada de PAH. Para tanto, mergulhou-o em uma solução de 

PAH de concentração 5 mg mL-1 por 10 minutos. Posteriormente esse eletrodo foi 

colocado na célula de deposição juntamente com um eletrodo de platina de 

dimensões 2 x 0,4 cm como contraeletrodo. O campo aplicado para a deposição foi 

de 2V cm-1, o volume da suspensão de nanopartículas de hexacianoferrato de cobre 

(3 mg mL-1) foi de 3,4 mL e os tempos de deposição foram de 1, 2, 3 e 4 horas. 

 

3.4. Experimentos espectroeletroquímicos 

A caracterização espectroeletroquímica foi feita em solução de KCl (0,1 mol  

L-1) + HCl e pH 3,6 e em intervalo de potencial de -0,2 a 1,2V, cubeta de plástico 

com 1 cm largura, eletrodo de referência  Ag/AgClsat  e contra eletrodo de platina. As 

análises cromogênicas foram efetuadas simultaneamente com as medidas 

eletroquímicas. Utilizou-se radiação monocromática verde (comprimento de onda de 

510 nm). 

 

3.5. Detecção do Peróxido de Hidrogênio 

A cronoamperometria para a detecção de peróxido de hidrogênio foi feita com 

eletrodos de diferentes números de bicamadas a 0,0V vs Ag/AgClsat. Foram feitas 

adições da solução de peróxido de hidrogênio (0,1 mol L-1) em 20 mL de solução de 

KCl (0,1 mol L-1) a pH 3,6. A cada nova adição da solução de peróxido de hidrogênio 

a concentração resultante (em peróxido) aumentava em 0,042 mmol L-1. Todos os 

experimentos foram realizados utilizando-se eletrodo de referência  de Ag/AgClsat  e 

contra eletrodo de platina. 
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3.6. Imobilização da Enzima 

Foram utilizadas dua técnicas para a imobilização da enzima.  

Uma delas foi a de automontagem eletrostática (LBL). Para tanto, ajustou-se 

o pH da solução de glicose oxidase (10 mg mL-1) para 7 para que ficasse com carga 

negativa, já que seu ponto isoelétrico é de 4,2. Além disso, o pH ótimo para o 

funcionamento desta enzima é 7 Como policátion utilizou-se o PAH (pKa~8,5).  

Os filmes foram preparados mergulhando os eletrodos alternadamente nas 

soluções de PAH e enzima durante 5 minutos até se obter o número de bicamadas 

desejado. Depois de cada deposição, o sistema substrato/filme foi mergulhado na 

solução de lavagem durante 1 minuto e seco com uma corrente de N2.  

A outra técnica utilizada foi a de ligação cruzada, onde se utiliza um agente 

bifuncional, no caso, o gutaraldeído e também um estabilizante, o BSA (bovine 

serum albumine). Para tanto, preparou-se uma solução de 1 mL contendo glicose 

oxidase (10 mg mL-1) e BSA (10 mg mL-1) em um mesmo frasco. Em um outro 

frasco, colocou-se uma solução de glutaraldeído (0,3125 %). Misturaram-se as duas 

soluções nas mesmas proporções em volume e aplicou-se uma alíquota desta 

mistura sobre o eletrodo de ITO que foi deixado em repouso na geladeira (T=50C) 

por 5 dias.  

 

3.7. Detecção de Glicose 

Após a imobilização da enzima pelo método (LBL) foram feitos testes 

amperométricos com eletrodos de diferentes números de bicamadas de 

Hexfecu/PAH a 0,0V. Foram feitas adições de solução de glicose 1 mol L-1, 0,5  mol 

L-1 e 0,1 mol L-1, dependendo do experimento em uma célula eletrolítica contendo 
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8,0 mL de solução de KCl (0,1 mol L-1)  ou de NaCl (0,1 mol L-1), pH 7 e a 

concentração na célula eletrolítica aumentava em 0,625 mM a cada adição de 

glicose. Esses experimentos foram feitos utilizando-se eletrodo de referência de 

Ag/AgClsat  e contra eletrodo de platina. 

Para realizar os experimentos em que a enzima foi imobilizada através do 

método crosslinking, utilizou-se um eletrodos modificados por n bicamadas de 

Hexfecu, e uma mistura 1 :1 de glicose oxidase/BSA (10 mg mL-1) e glutaraldeído 

(0,31%). O equivalente a 50 µL da mistura foi gotejado sobre o eletrodo que em 

seguida foi deixado em repouso por 5 dias para só então ser utilizado para a 

detecção amperométrica de glicose. A célula eletrolítica continha  

8 mL de solução de KCl e os incrementos na concentração de glicose foram de 

0,0625 mM.  

 

3.8. Técnicas e Instrumentação 

Para a síntese das nanopartículas utilizou-se uma sonda de ultrasom de 

titânio (Sonics), que possibilita o controle do modo de vibração (contínuo ou pulsado) 

e da potência aplicada (0 a 100 W).  

Para a caracterização química do material foram utilizadas as técnicas de 

microscopia eletrônica de transmissão (HRTEM), microscopia eletrônica de 

varredura (LVMEV), Uv-Vis, difração de raios X, espectroscopia Raman e ICP – ES. 

As três últimas técnicas foram realizadas com os pós do hexacianoferrato de cobre. 

Para a obtenção desses pós, centrifugou-se (14000 RPM)  por 30 minutos alíquotas 

de 1,5 mL das soluções coloidais das nanopartículas. O sobrenadante foi descartado 

e o sedimento foi lavado e centrifugado novamente. O sedimento restane foi 

colocado em um dessecador (sob pressão reduzida e temperatura ambiente) até 
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eliminar a parte líquida por completo. Depois de seco, o material foi moído em um 

almofariz, pesado e espalhado no porta-amostras do difratômetro de raios-x. 

A análise e tratamento de dados de microscopia eletrônica de transmissão, 

Microscópio Eletrônico de Transmissão de alta resolução (HRTEM-JEM 3010 URP) 

operando em 300KV com resolução pontual de 0,17 nm, foram realizados no 

Laboratório de Microscopia Eletrônica (LME), situado no Laboratório Nacional de Luz 

Sincrotron (LNLS-Campinas). A microscopia eletrônica de varredura, Microscópio 

Eletrônico de Varredura Baixo Vácuo (LV-SEM JSM 5900LV) operando entre de 1KV 

a 30KV, foi realizada na Central Analítica situada Instituto de Química da 

Universidade de São Paulo. As análises de difração de raios X foram obtidas a partir 

do pó do hexacianoferrato de cobre em um difratômetro Rigaku Miniflex 

O estudo sobre as propriedades espectroscópicas foi realizado registrando os 

espectros Raman dos pós do hexacianoferrato de cobre em um equipamento 

Renishaw Raman Imaging microscope 3000, utilizando radiação excitante de 

632,8nm.  

Os espectros eletrônicos no UV-vis foram obtidos em um Hewlett-Packard 

8453 Diode Array Spectrophotometer onde uma célula eletroquímica foi montada na 

própria cubeta, acoplado a um potenciostato PAR 362 para medidas “in situ” dos 

eletrodos modificados. 

Os experimentos de espectroscopia de emissão atômica com fonte de 

excitação de plasma de argônio induzido foram realizados na Central Analítica do 

Instituto de Química da USP, utilizando um Spectro Ciros CCD. 

Para a caracterização eletroquímica foi utilizada a técnica de voltametria 

cíclica. Os volatamogramas cíclicos foram feitos utilizando um potenciostato / 

galvanostato  Ecochemie, modelo AUTOLAB PGSTAT 30.  
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As análise espectroeletroquímicas foram realizadas utilizando um 

potenciostato / galvanostato  Ecochemie, modelo AUTOLAB PGSTAT 30 acoplado  

à uma fonte de luz de estado sólido (WPI, Inc). Cabos plásticos de fibra óptica de 

1mm de diâmetro foram usados no transporte da luz da cela eletroquímica a um 

amplificador fotodiodo PDA 1 (WPI, Inc), arquitetado para a detecção de baixos 

níveis de luz com uma corrente de resolução tipicamente de 1 pA. A saída do sinal 

PDA 1 foi distribuída á entrada analógica do potenciostato, obtendo-se assim 

medidas “in situ” de corrente/ transmitância com o potencial aplicado. 
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4. Resultados 

4.1. Nanopartículas de Hexacianoferrato de cobre 

4.1.1. A síntese sonoquímica  

Existem diversos métodos descritos em literatura para a síntese do complexo 

hexacianoferato de cobre. Um deles é a síntese química que se procede através da 

mistura de soluções de K2Fe(CN)6 e Cu+2 97 ou de soluções de K3Fe(CN)6 e Cu+2 74. 

Outro método é a sua síntese eletroquímica98, utilizando a voltametria cíclica, 

através do qual se deposita eletroquimicamente um filme de cobre metálico (a -0,4 V 

numa solução de CuSO4 5,0 mmol L-1 + K2SO4 0,5 mmol L-1) sobre um eletrodo de 

carbono vítreo que posteriormente é imerso em solução K3Fe(CN)6 e ciclado. Outra 

possibilidade da síntese eletroquímica é a de uma só etapa, através da qual, o 

eletrodo é ciclado em uma solução eletrolítica contendo K3Fe(CN)6 e Cu+2 99.  

O filme de hexacianoferrato de cobre, assim como os outros análogos do azul 

da prússia, encontra aplicações principalmente nas áreas de eletrocatálise100, 

eletrocromismo101, sensores para íons102, baterias103, etc. Entretanto, a capacidade 

eletrocatalítica para peróxido de hidrogênio do filme de hexacianoferrato de cobre, 

independentemente do substrato, apresenta uma eficiência muito baixa quando 

comparada aos seus análogos azul da prússia ou hexacianoferrato de níquel. 

Quando se trata de eletrocromismo, a sua eficiência eletrocrômica também deixa a 

desejar quando é novamente comparado com o azul da prússia104. Portanto, visando 

aumentar a capacidade catalítica do hexacianoferrato de cobre para o peróxido de 

hidrogênio além de melhorar o seu desempenho eletrocrômico (como eficiência 

eletrocrômica e tempo de resposta), eletrodos foram modificados por nanoestruturas 

deste material.  
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Materiais com proporções nanométricas tem sido alvo de exaustivos estudos 

a fim de se aproveitar suas características físico-químicas específicas como a alta 

área superficial efetiva. Além disso, a simples diminuição no tamanho das partículas 

pode produzir materiais com propriedades totalmente diferentes daquelas 

encontradas nos respectivos materiais com partículas maiores, como previamente 

demonstrado no item de introdução deste trabalho.  

Dentre as técnicas conhecidas para a síntese de nanopartículas, a 

sonoquímica se destaca por ser uma técnica simples e versátil. A sonoquímica foi 

uma das primeiras técnicas utilizadas para preparar nanomateriais. Suslick, em 

1991, sonicou uma solução contendo Fe(CO)5 e obteve partículas de 10 a 20 nm de 

ferro amorfo105. A partir de então, observou-se um crescente interesse na síntese 

sonoquímica de nanomateriais, como pode ser mencionado o review do próprio 

Suslick tratando da utilização do ultrasom na química de materiais106.  

A síntese sonoquímica do azul da prússia é relatada em literatura por produzir 

partículas esféricas de 5nm com boa distribuição de forma e tamanho e portanto 

decidiu-se por utilizar esse método sintético para produzir nanopartículas do análogo 

do AP, o hexacianoferrato de cobre, esperando alguma similaridade na sua 

distribuição de tamanho e propriedades.   

O fenômeno físico responsável pelo processo sonoquímico é a cavitação 

acústica107. Eventos como a criação, o crescimento e o colapso de bolhas que são 

formadas no líquido são responsáveis pela formação das nanopartículas, apesar das 

razões não estarem ainda totalmente esclarecidas. Ao chegar ao seu tamanho 

máximo, a bolha colapsa atingindo temperaturas extremamente altas (5000 – 

25000K) ao redor, capazes de provocar a quebra de ligações químicas. Entretanto, a 

taxa de resfriamento após o colapso é muito alta (da ordem de 1011 K s-1) induzindo 
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a cristalização rápida e a organização dos produtos. Por este motivo, a utilização de 

precursores voláteis, cuja reação acontecerá em fase gasosa, promoverá a 

formação de nanopartículas amorfas. Já a formação de estruturas cristalinas está 

ligada à rápida cinética que não permite o crescimento do núcleo, enquanto uma 

grande quantidade de centros de nucleação é formada no colapso das micro-bolhas 

e cuja reação acontece em fase líquida, na periferia da bolha . A ilustração do 

processo de cavitação acústica pode ser vista na Figura 13. 

Figura 13: A cavitação acústica e a síntese de materiais nanoestruturados 

 

A síntese do hexacianoferrato de cobre foi realizada em um recipiente 

contendo uma sonda de ultrassom e a solução de cloreto de cobre sobre a qual era 

gotejada a solução de hexacianoferrato de potássio durante 50 minutos.  Durante a 

síntese, observou-se o aparecimento de um precipitado amarelo mostarda. A 

suspensão resultante foi submetida a um processo de diálise por dois dias para a 
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remoção do excesso de íons. Tal suspensão permaneceu estável por um longo 

período de tempo (aproximadamente um mês). 

 

4.1.2. Caracterização das nanopartículas 

Para a caracterização das nanopartículas obtidas a partir da síntese 

ultrassônica foram adotados as seguintes técnicas: difração de raios-X,  

espectroscopia Raman, análise elementar, ICP- ES, microscopia eletrônica de 

transmissão de alta resolução (HRTEM) e microeletroforese.  

A partir da microscopia eletrônica de transmissão de alta resolução foi 

possível obter informações quanto ao tamanho e forma das nanopartículas. Para tal, 

uma alíquota da suspensão de hexacianoferrato de cobre foi colocada sobre uma 

grade de ouro coberta com carbono amorfo e examinada no microscópio. O 

resultado pode ser visto na Figura 14. 

 

                A                                                      B 

 

 

 

 

 

Figura 14: HRTM das nanopartículas de hexacianoferrato de cobre obtidas com ultra-som. 
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Pode-se observar a presença de uma partícula esférica (Fig. 14A) com 

aproximadamente 10 nm de diâmetro. A foto ao lado (Fig. 14B), mostra que algumas 

partículas, porém, não estão suficientemente afastadas umas das outras, formando 

um aglomerado. 

A técnica de difração de raio-X permitiu constatar a presença do produto 

hexacianoferrato de cobre através da comparação de um raio-X padrão para o 

composto e também avaliar o tamanho das partículas. A Figura 15 mostra os 

resultados de tal análise. 
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Figura 15: Difratograma do HexFeCu sintetizado via ultra-som 
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O difratograma obtido é idêntico ao difratograma padrão para o HexFeCu 

(JCPDS card No 86-0513), os planos cristalinos estão denotados na figura. A largura 

dos picos é um indicativo de que as partículas possuem proporções nanométricas. 

Um padrão de difração como o obtido, com picos largos é característico de cristais 

nanométricos, sendo que o diâmetro dos cristais pode ser estimado através da 
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relação da largura de meio pico com a intensidade do mesmo108. O diâmetro (d) das 

partículas foi calculado segundo a equação de Scherer (d = 0,9 . λ / β . cos θ) onde λ 

é comprimento de onda no raio-x, β é a largura de meio pico e θ é o ângulo de 

difração. O diâmetro encontrado foi de 28 nm.  

A análise seguinte foi feita com o intuito de se estabelecer a real composição 

do material. Para tanto, uma parte do pó resultante do processo de centrifugação foi 

submetida á análise elementar e análise por ICP-ES. As análises foram feitas em 

duplicatas (a e b) e os dados resultantes estão relacionados na     Tabela 1.  

 

    Tabela 1: Análise elementar de 0,026g do pó do hexacianoferrato de cobre 

Amostra  

(% em massa) 
%C %N %H %Cu %Fe 

HexFeCu (a) 19,75 18,99 2,54 19,76 8,31 

HexFeCu (b) 19,73 18,78 2,35 19,34 7,93 

Média 19,74 18,89 2,44 19,55 8,12 

Mol 4,32 x 10-4 3,56 x 10-4 6,34 x 10-4 8,1 x 10-5 3,8 x 10-5

 

Tais resultados permitiram comprovar a existência do composto de cobre 

baseado em um hexacianoferrato assim como determinar a sua composição 

elementar. A relação molar entre Fe e Cu encontrada foi de 1 : 2,  a relação entre C 

e N foi de 1 : 1, e a relação entre Fe e CN foi de 1 :  10.  Chegou-se a conclusão de 

que a composição elementar do composto é a seguinte: Cu2[Fe(CN)6], com um 

pequeno excesso de grupos cianetos livres, indicando que uma porção de grupos 
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cianetos não está coordenada aos metais de transição. Essa observação pode ser 

explicada pelo método de síntese das nanopartículas utilizada. O fenômeno de 

cavitação acústica resulta em temperaturas de até 5000K e pressões de 10000 bar 

como previamente relatado. Tais condições extremas levam a produção de estados 

excitados, ruptura de ligações e a formação de radicais livres. O excesso de grupos 

cianetos livres pode ser, portanto, gerado pela dissociação dos íons Fe(CN)6-3 

expostos à cavitação acústica. Os grupos cianetos livres também estão relacionados 

ao excesso de carga superficial negativa das nanopartículas de hexacianoferrato de 

cobre. Eles estariam adsorvidos superficialmente nos nanocristais, fornecendo a 

carga negativa necessária para a sua imobilização através do método eletrostático. 

A mobilidade eletroforética encontrada para a solução de nanopartículas 

sonoquimicamente sintetizadas foi de -3,6 x 10-8 m2 s-1V-1, ou seja, de fato, possuem 

carga superficial negativa. O potencial zeta (ζ) calculado a partir do valor da 

mobilidade eletroforética foi de -50,8 mV. 

O excesso de grupos cianetos também pôde ser comprovado através da 

espectroscopia Raman, mostrada na Figura 16. Nele observa-se uma banda larga 

na região de 2100 cm-1 atribuída à presença de grupos cianetos livres. Já os 

cianetos coordedados a metais de transição mudam os estiramentos para 

frequências mais altas (2185 cm-1), fato este muito característico dos 

cianocomplexos109. Em adição às bandas CN-, também é possível encontrar bandas 

de baixa frequência (por volta de 500 cm-1); bandas típicas de coordenação ao Fe: ν- 

(Fe-N) = 503 cm-1, δ(Fe-C-N) = 436 cm-1, δ (N-Fe-N) = 208 cm-1) e os coordenados 

ao Cu: ν1(Cu-N) = 472 cm-1), ν2- (Cu-N) = 504 cm-1, δ(Cu-C-N) = 432 cm-1, δ1(N-Cu-

N) 194cm-1, δ2(N-Cu-N) = 267cm-1  , 110 111. 
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Figura 16: Espectroscopia Raman (λ = 632,8) do HexFeCu 
 

4.2. Imobilização das Nanopartículas 

Foram desenvolvidas nas últimas décadas várias técnicas de imobilização de 

materiais nanométricos em substratos. Porém, muitas dessas técnicas (deposição 

química de vapor, deposição química de camada atômica a partir do vapor112, 

epitaxia por feixe molecular113) são caras ou requerem ambiente extremamente 

controlado, com equipamentos bastante sofisticados e que envolvem altos custos 

operacionais.   

A técnica reportada por Decher e col conhecida como automontagem 

eletrostática camada por camada (LBL), entretanto, se mostrou simples e barata. Ela 

se baseia nas interações eletrostáticas entre macromoléculas iônicas de diferentes 

cargas114 -  118 e envolve baixos custos e facilidade operacional. Polieletrólitos (que 

são polímeros solúveis em água, existindo na forma de sal ou na forma de cadeias 

poliméricas com grupos iônicos e contra-íons quando dissolvidos em água) positivos 
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e negativos119-125 se intercalam para formar a estrutura de multicamadas. Entretanto, 

no presente trabalho, o “poliânion” não é um polieletrólito de carga negativa mas 

uma dispersão aquosa de nanopartículas de hexacianoferrato de cobre que 

possuem excesso de carga superficial negativa.  

Um dos aspectos mais importantes da técnica LBL é o fato de que elementos 

ativos podem ser introduzidos sem que ocorram mudanças significativas em suas 

propriedades elétricas ou químicas. Através dessa técnica, é possivel depositar 

consecutivamente camadas planares de moléculas em um suporte sólido formando 

dessa maneira multicamadas em que o arranjo em nanoescala pode ser controlado 

e mantido em pelo menos uma dimensão. Os filmes podem ser organizados de 

diversas maneiras, incorporando materiais diferentes que podem ser pequenas 

moléculas orgânicas, polímeros, proteínas, clusters inorgânicos, colóides, etc. A sua 

arquitetura é completamente determinada pela sequência de deposição e a 

espessura do filme geralmente independe do substrato aumentando quase que 

linearmente com o número de bicamadas. Do ponto de vista eletrocrômico, a 

vantagem é a possibilidade de se combinar dois ou mais sistemas coloridos dentro 

do mesmo filme para dar origem a novas colorações.  

Portanto, aproveitando-se da carga superficial negativa (ζ= -50,8 mV) das 

nanopartículas sintetizadas de HexFeCu, seria muito interessante utilizar esse 

método de imobilização, com o intuito de estudar o seu comportamento 

elétroquímico, assim como tentar modular as características (como a sensibilidade 

para os biossenssores ou o contraste óptico para os dispositivos eletrocrômicos) dos 

filmes automontados em função da quantidade de material imobilizado, ou seja, do 

número de bicamadas. 
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Os filmes nanoestruturados obtidos através dessa técnica foram bastante 

robustos com uma coloração marron avermelhada bastante intensa dependendo do 

número de bicamadas imobilizadas.  

A microscopia eletrônica de varredura (MEV) foi utilizada para avaliar a 

estrutura superficial do filme automontado. Abaixo, mostramos duas imagens, onde 

as nanopartículas podem ser identificadas, os eletrodos em questão foram 

modificados por 25 bicamadas sendo a camada superficial constituída por 

nanopartículas de HexFeCu. 

 

 

Figura 17: MEV de um filme automontado de nanopartículas de hexfecu / PAH cuja camada 
superficial é constituída por PAH 

 

Outro método de imobilização também muito simples é a deposição 

eletroforética (EPD). Esta técnica apesar de conhecida desde 1808 foi 

primeiramente estudada com aspéctos teóricos e práticos em 1940 e posteriormente 

reportada por Hamaker126. Atualmente vem ganhando bastante interesse, 

principalmente porque combina alta versatilidade com o baixo custo e simplicidade 

da instrumentação. Na EPD, partículas carregadas, dispersas ou suspensas em um 
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meio líquido são atraídas e depositadas em um substrato de carga oposta sob 

influência de um campo elétrico127.  

O processo de deposição eletroforética envolve dois tipos de parâmetros; um 

deles está relacionado à suspensão e o outro aos processos físicos. Os parâmetros 

relacionados à suspensão incluem: tamanho de partícula, constante dielétrica do 

líquido, condutividade da suspensão, viscosidade da suspensão, potencial zeta e 

estabilidade da suspensão. Já os parâmetros relacionados ao processo envolvem: 

efeito do tempo de deposição, voltagem aplicada, concentração do sólido na 

suspensão e condutividade do substrato. Todos esses parâmetros devem ser 

considerados no processo da técnica de deposição eletroforética, entretanto, os 

parâmetros que infuenciam de forma preponderante o processo são a voltagem 

aplicada, o tempo de deposição e a concentração das partículas na suspensão128. 

A técnica oferece  ainda a possibilidade de controle de espessura e 

morfologia através do simples ajuste do tempo de deposição e do potencial aplicado.  

Na deposição de nanopartículas de hexacianoferrato de cobre através da 

EPD, utilizou-se novamente o substrato de ITO. Nesse caso, o filme resultante não 

possuía uma coloração tão intensa pois a quantidade de material depositada sobre o 

eletrodo, através das condições de imobilização previamente impostas, não foi o 

suficiente para formar um filme tão robusto quanto no caso das bicamadas. 

Foram, portanto utilizados como métodos de imobilização tanto o LBL quanto 

o EPD, contudo, a discussão do presente trabalho está baseada principalmente nos 

filmes construídos pela técnica LBL sendo a técnica de EPD utilizada para se obter 

uma abordagem comparativa entre as duas técnicas apenas para a parte de 

biossensores enzimáticos. 
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4.2.1. Caracterização Eletroquímica do Filme 

4.2.1.1. Imobilização por LBL 

A próxima etapa foi estudar o comportamento eletroquímico do filme. O 

voltamograma de um filme de 5 bicamadas de HexFeCu onde as nanopartículas 

foram imobilizadas através da técnica LBL pode ser visto na Figura 18. 

Diferentemente do comportamento eletroquímico do azul da prussia, observa-se 

apenas um par de picos, que são relativos ao processo redox reversível  CuII/FeII  a   

CuII/FeIII.  

0,0 0,4 0,8 1,2
-600

-400

-200

0

200

400

0,57 V

0,79 V

i /
 µ

A

E / V vs Ag/AgClsat  

Figura 18: Voltamograma cíclico com um filme de HexFeCu de 5 bicamadas em KCl 0,1M, pH 3,6 e 
V= 10 mV s-1

 

O azul da prussia apresenta dois processos redox reverssíveis que são as 

tranformações de FeII/FeII  para  FeIII/FeII  e de  FeIII/FeII para FeIII/FeIII, que 

correspondem às transições de branco da prussia (BP) ao azul da prussia (AP) e do 

azul da prussia ao verde de Berlim (VB) respectivamente. Nesse caso, tanto o átomo 

de ferro que faz ligação com o grupo –CN quanto o ferro que faz ligação com o 

grupo –NC na estrutura do hexacianoferrato são eletroativos.  
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Já no hexacianoferrato de cobre, somente o ferro é eletroativo. O cobre que 

se liga ao grupo através do nitrogênio (Figura 7) não é eletroativo, pelo menos nas 

condições experimentais utilizadas. Existem alguns estudos que demonstram a 

eletroatividade do cobre no hexacianoferrato de cobre sob certas condições 

específicas. Quando um eletrodo modificado com hexacianoferrato de cobre é 

ciclado em 0,1M de NH4Cl entre os potenciais de -0,2 e 1,0V, dois picos redox 

reversíveis aparecem, um deles referindo-se à transição FeII/FeIII e o outro à 

transição CuI/CuII 129. Entretanto, esses processos redox, de acordo com o referido 

artigo não correspondem ao cobre ligado ao nitrogênio do cianeto mas estariam 

presentes nos buracos da estrutura do hexacianoferrato que se complexam com a 

amônia.  

Outro aspecto importante da eletroquímca dos hexacianoferratos é influência 

do eletrólito de suporte. Como demonstrado na seção 1.3.1.2, o fluxo de cátions 

dentro dos canais e buracos dos hexacianoferratos é imprescindível para que se 

efetue a compensação de cargas. A atividade eletrocatalítica do azul da prússia fica 

comprometida em meios contendo Na+ devido ao tamanho desses íons que não 

poderiam penetrar na sua estrutura para efetuar a compensação de cargas, o que 

não acontece com o hexacianoferrato de cobre que possui uma estrutura mais 

aberto. 

Este fato pode ser confirmado através da Figura 19, que mostra 

voltamogramas de um filme de zul da prussia eletrodepositado e de um filme 

nanoestruturado de hexacianoferrato de cobre, ambos ciclados em KCl e em NaCl. 
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Figura 19: VC de um filme de HexFeCu de 25 bicamadas (A) e de um filme de AP eletrodepositado 
(B) em 0,1M de KCl e em 0,1M de NaCl; pH = 3,6.   

 

De fato, quando o AP é cilclado em NaCl, nenhum processo redox é 

observado.  

Os filmes automontados de hexacianoferrato de cobre com 25 bicamadas 

possuem grande eletroatividade em meios contendo Na+, além de serem bastante 

reversíveis, apresentando a relação Qoxi / Qred ~ 1. No meio contendo K+, os picos 

de oxidação e de redução se encontram em 1,05 V e 0,33 V e no meio contendo Na+ 

os mesmos se encontraram um pouco deslocados, em 0,95 V e 0,30 V. Entretanto, 

estudos feitos com este composto em diferentes meios (Li+, H+, Na+, Mg2+, K+, Rb+) 

por Chen e colaboradores, demonstraram que existe uma grande diferença nas 

posições dos picos, sendo estes deslocados para potenciais catódicos e 

perfeitamente simétricos (EPc = EPa). Estudos realizados por Siperko e Kuwana 

mostraram as mesmas diferenças. 

No entanto, os estudos relatados anteriormente tratam de filmes 

eletrodepositados, enquanto que os resultados apresentados no presente projeto se 

referem a nanopartículas (depositadas eletrostaticamente) onde mudanças 

significativas de comportamento podem acontecer devido a simples redução de 
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tamanho. Além disso, entre as camadas de nanopartículas estão presentes 

camadas poliméricas de PAH, que possuem caráter isolante, o que provavelmente 

interferirá no comportamento eletroquímico do eletrodo, principalmente no que diz 

respeito a processos difusionais. 

Foram feitos também voltamogramas cíclicos dos filmes de HexFeCu a cada 

5 bicamadas depositadas pelo método LBL com o intuito de avaliar o crescimento do 

filme assim como a interconectividade entre as camadas. Os resultados se 

encontram na Figura 20. 
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Figura 20: Voltamogramas cíclicos com o filme de HexFeCu. Eletrólito de suporte: KCl  (0,1M)+ HCl 

pH 3. Eletrodo de referência Ag/AgCl sat. Contra-eletrodo de Pt. 

 

Percebe-se que a cada bicamada depositada, a carga no voltamograma 

aumenta, colocando em evidência que as nanopartículas estão elétricamente 

conectadas umas às outras, tanto em uma mesma camada como em camadas 

diferentes. Esse comportamento se deve ao fenômeno muito bem conhecido de 

interpenetração, com uma superposição entre as camadas adjacentes, permitindo a 

tranferência de carga por todo o filme130. Percebe-se também que conforme o 
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número de bicamadas aumenta, aumenta também a histerese dos filmes que como 

resultado tem-se distorções maiores entre os picos de redução e oxidação. Esse 

aumento na resistência acontece pois conforme o número de bicamadas aumenta, a 

espessura do filme também aumenta, gerando problemas difusionais, e associado  a 

isso, tem-se também o aumento da quantidade de PAH que é um material de caráter 

isolante, dificultando a transferência de carga. Até pelo menos a trigésima bicamada 

a conexão elétrica ainda existe, o que é uma vantagem quando se trata da 

modulação das propriedades eletrocatalíticas em função do número de bicamadas, 

ou seja em função da quantidade de material depositado.  
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Figura 21: Relação entre carga e número de bicamadas 

 

A Figura 21 mostra como as cargas de redução e de oxidação dos 

voltamogramas variam em função do número de bicamadas, e como era de se 

esperar, realmente a carga aumenta quase linearmente com o número de 

bicamadas.  
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4.2.1.2. Imobilizaçã por EPD 

Também foi avaliado o comportamento eletroquímico dos filmes de 

hexacianoferrato de cobre cuja técnica de imobilização foi a deposição eletroforética. 

O resultado pode ser visto na Figura 22, onde um filme com uma hora de deposição 

foi submetido à voltametria cíclica.  
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Figura 22: VC de um filme de Hexfecu imobilizado através da deposição eletoforética (1h de 

deposição, 2 V cm-1). 

 

O filme obtido através da deposição eletroforética apresenta picos de 

oxidação e redução muito bem definidos e reversíveis. Observe que a diferença de 

potenciais entre os picos de redução e de oxidação é bem menor para o filme 

eletroforeticamente depositado (0,09 V) que para o filme de 5 bicamadas obtido 

através da técnica LBL (0,22 V, Figura 18). A carga de oxidação encontrada para o 

filme obtido pela eletroforese foi de 1,7 mC cm-2 e é menor que para o filme de 5 

bicamadas obtido a partir do LBL que foi de 4,6 mC cm-2. Isso porque a quantidade 

de material imobilizada por EPD foi menor. Além disso, a ausência do PAH, que 
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possui caráter isolante, propciou uma melhor transferência de carga através do filme 

nanoestruturado. 

O efeito do tempo de deposição para a técnica de deposição eletroforética 

também foi avaliado. Foram feitos filmes com tempos de deposição de 1h, 2h e 4h 

(Figura 23). Quanto maior o tempo de deposição, maior a carga envolvida nos 

processos de oxirredução e, além disso, os picos permaneceram praticamente no 

mesmo potencial. 
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4.3. Dispositivos Eletrocrômicos 

Os experimentos eletrocrômicos foram feitos a partir da observação de 

experimentos voltamétricos. Nesses experimentos percebia-se uma mudança na 

coloração dos eletrodos modificados com as nanopartículas de hexacianoferrato de 

cobre, quando estes se reduziam e se oxidavam.  O comportamento eletrocrômico 

do azul da prússia já é bem conhecido assim como o de suas nanopatículas, então, 

era de se esperar que o seu análogo, hexacianoferrato de cobre, também 

apresentasse alguma característica eletrocrômica.  

A primeira etapa desta parte do projeto foi realizar experimentos de 

espectroscopia UV-vis “in situ” acoplado a um potenciostato com o intuito de estudar 

o comportamento do material frente à radiação e também de descobrir qual era a 

região de maior absorção para que se pudesse realizar os experimentos posteriores. 

Os espectros feitos com eletrodos modificados por 10 bicamadas de HexFeCu 

podem ser observados na Figura 24. O eletrodo, quando em potencial de circuito 

aberto (0,65V), apresenta uma coloração marrom. Quando é oxidado, começa a ficar 

com um tom alaranjado. Os dados espectroeletroquímicos confirmam esses fatos; a 

intensidade da banda em 510 nm diminui com o aumento simultâneo da banda em 

406 nm.  
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Figura 24: Espectros de absorção “in situ” de um eletrodo modificado por HexFeCu, 10 bicamadas. 

Utilizando Pt como contra-eletrodo e Ag/AgCl como referência. Eletrólito KCl 0,1 M / pH 3. 

 

Desse modo, as medidas potenciodinâmicas “in situ” seguintes foram 

realizadas utilizando-se radiação monocromática verde (comprimento de onda de 

510 nm), região esta que apresentou a maior absorção de radiação, de acordo com 

a Figura 24.  

A Figura 25 mostra voltamogramas cíclicos e a variação de absorbância 

simultânea, realizados com eletrodos de 5, 10 e 20 bicamadas. O processo anódico 

que acontece em aproximadamente 0,79V é acompanhado por uma diminuição no 

valor da absorância até um valor de 0,031, descolorindo o eletrodo. A onda catódica 

localizada em aproximadamente 0,57V produz uma variação de absorbância, no 

caso do filme de 5 bicamadas, de 0,031 até 0,051 deixando o eletrodo com uma 

tonalidade mais escura. A repetição dos ciclos voltamétricos permitiu concluir que os 

processos de coloração e de descoloração são totalmente reversíveis, já que a 

absorbância inicial foi totalmente restaurada ao final da reação redox do material. 

Observa-se novamente que à medida que as bicamadas crescem, as cargas 

dos voltamogramas aumentam. Além disso, esse experimento mostra que a variação 
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de transmitância também varia em função do número de bicamadas. Cresce também 

a histerese na transmitância, provavelmente provocada pela dificuldade que se cria 

para que os processos difusionais ocorram em conseqüência do aumento da 

espessura do filme.  
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Figura 25: Voltamogramas “in situ” de eletrodos modificados por diferentes números de bicamadas 
de HexFeCu. Eletrólito KCl 0,1 M, pH 3. Utilizando Pt como contra-eletrodo e Ag/AgCl como 

referência, v = 10 mV s-1. 

 

A eficiência eletrocrômica (contraste eletrocrômico por carga) encontrada para 

um eletrodo de 20 bicamadas de hexacianoferrato de cobre foi de 3,8 cm2 C-1. Este 

valor não é tão alto se comparado com aquele para o PB, reportado por Hammond. 

Isso pode ser explicado considerando que, nesse caso, o contraste cromático baixo 
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está relacionado à transição de CuII/FeII  para   CuII/FeIII que equivale á transição da 

forma AP  para a VB no hexacianoferrato de ferro, ou seja,  é a oxidação do ferro 

ligado ao carbono. O alto contraste óptico obtido para o hexacianoferrato de ferro é 

proveniente da transição do BP para o AP (FeII/FeII para FeIII/FeII) que é a oxidação 

do ferro ligado ao nitrogênio. 

Para efeito de comparação, a figura a seguir mostra a resposta eletrocrômica 

para um filme fino de azul da prussia eletrodepositado. Nela observa-se as 

transições BP          AP          VB. Nota-se que o contraste cromático referente ao 

processo redox do PB ao BG é bem menor que o do BP ao AP. 
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Figura 26: Voltamogramas “in situ” de eletrodos modificados por azul da prussia eletrodepositado.       
Eletrólito KCl 0,1 M, pH 3, Ag/AgCl como referência, v = 10 mV s-1. 
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 A Figura 27 relaciona o voltamograma com variação de absorbância. 

Observa-se a coincidência de picos de máximo de corrente catódica e a curva 

diferencial de absorbância. Porém, a variação de corrente anódica não demonstra o 

mesmo resultado, ou seja, a variação de absorbância não foi simultânea á variação 

de corrente, onde existe uma diferença de picos de 50 mV, indicando que a 

velocidade de  injeção de carga ocorre mais rapidamente que a mudança 

cromogênica. Esse fato pode estar relacionado com a compensação de cargas na 

oxidação, que leva a perda de massa do filme devido a saída dos cátions para a 

solução eletrolítica, sendo que esta saída não ocorre de maneira suficientemente 

rápida resultando também em um pico anódico mais largo que o catódico. 
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Figura 27: Perfis de(-▲-) i/E e de (-○-) d%A/dt/dE para um eletrodo modificado por 20 bicamadas 

 

Tal comportamento certamente configura numa diferença nos processos de 

compensação de cargas entre a redução e a oxidação; a inserção de íons quando o 

filme é reduzido se dá de maneira praticamente simultânea á coloração, fato este 

que não se observa na descoloração (oxidação) onde os íons não são tão facilmente 
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expulsos da estrutura do filme. Esse fato provoca um descompasse entre o processo 

eletroquímico (oxidação) e o cromogênico (descoloração), sendo essa uma 

característica comum em filmes poliméricos, como no caso da poli(anilina)131.  

O desempenho eletrocrômico foi avaliado de acordo com o tempo de resposta 

que pode ser definido como o tempo necessário para mudar em 2/3 do valor total da 

variação de transmitância, a partir de seu valor inicial. Esse experimento (Figura 28) 

consiste em aplicar o potencial para que ocorra oxidação (1,2V) descolorindo o 

eletrodo, mantendo por algum tempo este valor de potencial, e posteriormente 

aplicando o potencial para que ocorra redução (-0,2V), colorindo o filme.  
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Figura 28: Tempos de resposta para eletrodos modificados com diferentes números de bicamadas. 
Para a descoloração foi aplicado um potencial de 1,2 V e para a descoloração -0,2 V, utilizando 

Ag/AgCl como referência e Pt como contra eletrodo. Eletrólito KCl 0,1 M - pH 3. 

 

O primeiro processo eletrocrômico é a descoloração. As variações totais de 

transmitância são de 5, 9 e 15% para os eletrodos com 5, 10 e 20 bicamadas 

respectivamente. Os valores encontrados para a descoloração foram de 0,62, 2 e 

4,7 segundos e para a coloração foram de 0,15, 0,36 e 1,7 segundos para os 
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eletrodos de 5, 10 e 20 bicamadas. Observa-se novamente que com o aumento do 

número de bicamadas os tempos de repostas também aumentam devido ao 

aumento de material adsorvido sobre o eletrodo tornando mais difícil a difusão dos 

íons do eletrólito de suporte do/para o interior do filme, especialmente para as 

primeiras camadas.  

Também pode ser observado que os tempos de resposta da descoloração 

(oxidação) são pronunciadamente superiores aos da coloração (redução), 

independentemente do número de bicamadas. Tal comportamento é conseqüência 

provável da diferente relaxação do material quando submetido á redução e á 

oxidação, dando suporte á suposição de que o transporte de massa dentro do filme 

é mais lento durante o processo de oxidação, como discutido anteriormente.  

Hammond também analisou esses aspectos para eletrodos de PB 

nanoestruturados e encontrou tempos de respostas maiores conforme o número de 

bicamadas aumentava. Os valores encontrados por Hammond para os filmes finos 

de PB para o primeiro processo redox (FeII /FeII para FeIII /FeII) são da mesma ordem 

que os encontrados aqui para as nanoestruturas de hexacianoferrato de cobre, 

apesar do processo redox para este último ser equivalente à transição AP /VB, que é 

notavelmente mais lento que o AP/VB.   

Outra observação importante em relação aos eletrodos de AP é que os 

tempos de resposta de descoloração também são superiores aos de coloração, 

indicando que a ejeção/inserção de íons do/para a matriz de hexacianoferrato de 

cobre ocorrem com constantes de tempo diferentes. 

Os tempos de respostas para os eletrodos nanoestruturados, tanto de AP 

quanto de HexFeCu, são menores que para os filmes sem nanoestruturação. Isto 

deve estar relacionado tanto à geometria quanto às dimensões das partículas, onde 



Resultados 

 75

a alta relação superfície/volume faz com que uma porção maior de sítios ativos 

estejam disponíveis na superfície. Considerando, também, que o eletrocromismo é 

um processo de estado sólido, o caminho de difusão é diminuído devido às 

dimensões reduzidas das partículas. 

O filme com nanopartículas de hexacianoferrato de cobre demonstrou 

excelente durabilidade e reversibilidade promovida pela alta aderência das camadas 

ao eletrodo, não sendo observado nenhum desprendimento, mesmo quando lavado 

com fortes jatos de água. Essa é uma das vantagens do método de deposição 

eletrostática camada por camada onde as atrações muito fortes promovem a alta 

aderência entre as camadas. 

Quando o filme nanoestruturado de azul da prussia é submetido a longos 

ciclos de redução/oxidação, o contraste cromático decai indefinidamente, para o 

processo redox AP/VB. Este é um dos motivos para que os filmes de azul da prussia 

sejam utilizados, com fins de aplicação prática, restritamente no processo que 

envolve a transição BP/AP. A razão para esta perda foi atribuída à gradual 

desestabilização do filme sob sucessivos ciclos de oxidação e redução. O filme uma 

vez oxidado, forma-se FeIII[FeIII(CN)6], diminuindo o excesso de carga negativa das 

nanopartículas, com a concomitante perda da atração eletrostática com o policátion, 

levando a expulsão das nanopartículas da estrutura do filme e consequentemente à 

diminuição do contraste eletrocrômico. Este fato, já não acontece com os filmes de 

HexFeCu, pois, mesmo no estado totalmente oxidado (CuII/FeIII), ainda existe um 

excesso de carga superficial negativa promovida pelos grupos cianetos livres, o 

suficiente para manter a estabilidade eletrostática do filme.    

Como pode ser visto na Figura 29 onde eletrodos de 15, 20 e 25 bicamadas 

foram submetidos a sucessivos ciclos de redução e oxidação e a variação de 
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transmitância permaneceu praticamente a mesma durante todo o tempo de 

experimento. 
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Figura 29: Testes de durabilidade dos eletrodos modificados por (a) 15 e (b) 20 e 25 (c) bicamadas. 

 

O eletrodo com 25 bicamadas apresentou uma grande durabilidade 

eletrocrômica permanecendo estável por um longo período de tempo, sendo que ao 

final de quase 6 horas de experimento, a diferença de transmitância permaneceu 

praticamente inalterada com um valor de 21%.  

Dois resultados importantes podem ser obtidos da análise eletrocrômica. Um 

deles é o baixo contraste eletrocrômico e a alta carga envolvida nos processos de 

redução e oxidação, levando á uma baixa eficiência eletrocrômica para os filmes de 

HexFeCu. O contraste dos filmes automontados de azul da prússia que chegam a 

55,5% para um eletrodo de 25 bicamadas. Outro resultado é a alta durabilidade e 

reversibilidade encontrada para os filmes de HexFeCu se comparado também aos 

filmes de AP que perdem parcialmente seus contrastes ópticos em apenas alguns 

minutos devido á baixa aderência ao eletrodo. Esses resultados permitem cogitar a 
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utilização dos filmes de HexFeCu como contra-eletrodos, já que para esse fim não 

se precisa necessariamente de altos contrates eletrocrômicos.  
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4.4. Biossensores de glicose 

As nanopartículas de hexacianoferrato de cobre também foram utilizadas para 

fins eletrocatalíticos, sendo empregadas para mediar a eletrorredução do peróxido 

de hidrogênio que é o subproduto da reação enzimática da glicose oxidase com a 

glicose.  

A primeira etapa a ser realizada foi, portanto, avaliar o desempenho das 

nanopartículas de Hexfecu frente ao peróxido de hidrogênio 

 

4.4.1. Detecção de Peróxido de Hidrogênio  

A detecção amperométrica para peróxido de hidrogênio pode ser vista na 

Figura 30. O filme modificado por 30 bicamadas de hexacianoferrato de cobre e PAH 

mostrou atividade eletrocatalítica na presença de H2O2. A sensibilidade encontrada 

foi de 31,45 µA mmol-1L cm-2. Este resultado foi 200 vezes maior que o obtido para o 

hexacianoferrato de cobre sintetizado quimicamente e imobilizado em eletrodo de 

carbono vítreo (0,14 µA mmol-1L cm-2). São também comparáveis às sensibilidades 

utilizando-se eletrodos modificados por nanopartículas de azul da prússia/ PAH 

(depositadas também pela técnica LBL), cujas sensibilidades obtidas foram de 35,4; 

76,8 e 103,5 µA mmol-1L cm-2 para filmes com 5, 10 e 15 bicamadas, 

respectivamente. 
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Figura 30: Resposta amperométrica para H2O2 (0,1 mol L-1) em um eletrodo de ITO modificado com 
30 bicamadas de nanopartículas de Hexfecu e PAH, em solução de KCl (0,1M) e HCl, pH = 3,6. 

 

Outro resultado importante é o aumento progressivo da sensibilidade em 

função da quantidade de material depositado, ou seja, do número de bicamadas de 

Hexfecu / PAH. Os eletrodos de 5, 15, 20 e 30 bicamadas apresentaram 

sensibilidades de 11,68; 22,04; 29,65 e 31,45 µA mmol-1L cm-2  respectivamente 

(Figura 31).  
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Figura 31: Variação da sensibiledade em função do número de bicamadas 

 

Esses valores demonstram a praticidade e a versatilidade do método de 

deposição camada por camada já que a sensibilidade do sensor pode ser ajustada 

ao valor desejado simplesmente variando a quantidade de bicamadas depositadas. 

 

4.4.2. Detecção de Glicose 

Para a detecção de glicose foi preciso imobilizar a enzima sobre os eletrodos 

com as nanopartículas previamente imobilizadas através dos métodos anteriormente 

descritos (LBL e deposição eletroforética). Para tanto, dois diferentes métodos foram 

utilizados. Um deles foi a a automontagem eletrostática (LBL) onde intercala-se o 

polieletrólito positivo PAH e a enzima glicose oxidase com carga negativa adquirida 

através do ajuste do pH para 7. O outro método foi o crosslinking que utiliza um 

agente de ligação cruzada, no caso o glutaraldeído, e um estabilizante, o BSA, além 

da enzima, como descrito previamente na seção experimental.  
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4.4.2.1. Método de Imobilização LBL 

Através do método LBL de imobilização tanto das nanopartículas quanto da 

enzima pôde-se avaliar a influência de cada componente (nanopartículas ou enzima) 

no biossensor. Para tanto, variou-se o número de bicamadas de nanopartículas 

mantendo o número de bicamadas de enzima constante e posteriormente fez-se o 

inverso. A figura a seguir ilustra a arquitetura utilizada para montar o biossensor. 
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Figura 32: Arquitetura de imobilização das nanopartículas e da enzima glicose oxidase 

 

A seguir, na Figura 33, pode-se observar uma detecção amperométrica de 

glicose e também sua curva de sensibilidade para um eletrodo de 20 bicamadas de 

nanopartículas e 5 bicamadas enzima. O volume da célula eletrolítica foi de 8 mL, a 

área do eletrodo de 0,25 cm2 e a cada adição a concentração de glicose aumentava 

de 0,625 mM na célula. 
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Figura 33: Detecção amperométrica de glicose em um eletrodo de 20 bic. de nanopartículas e 5 
bicamadas de enzima. Solução de KCl (0,1M) e HCl, pH = 7,0 a 0,0V. 

 

A tabela a seguir mostra a variação independente do número de bicamadas 

de nanopartículas e de enzima, com as suas respectivas sensibilidades.  

Tabela 2: Sensibilidades para os biossensores de glicose 

Método de Imobilização 
LBL 

Bicamadas  
de nanopartículas 

Bicamadas  
de  

Gox 

Sensibilidade 
µA mmol-1 L cm-2 

 
10 3 0.20 
10 9 0.43  
10 5 0.32  
15 5 0.41 
20 5 0.47 
25 5 1.41 
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A análise da Tabela 2 permite obter um resultado importante com relação à 

influência de cada componente (nanopartículas e enzima) no biossensor. Quando se 

mantem o número de bicamadas de nanopartículas constante e varia-se o número 

de bicamadas de enzima, a sensibilidade também varia, indicando que a quantidade 

de enzima é um fator importante para o biossensor. Quando a quantidade de enzima 

aumenta até o número de bicamadas igual a 5, a sensibilidade igualmente aumenta. 

Porém, para 9 bicamadas de enzima, apesar de a sensibilidade aumentar, a 

detecção se torna lenta e praticamente sem definição, como pode ser visto na Figura 

34 para um eletrodo com 9 bicamadas de enzima. Esse fato pode ser atribuído ao 

aumento da quantidade de PAH (de caráter isolante) sem conexão com as 

nanopartículas condutoras.  Além disso, a camada de PAH na súperfície do 

biossensor dificulta também a difusão ionica através do eletrodo. 
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Figura 34: Detecção amperométride glicose para um eletrodo com 10 bic. de Hexfecu e 9 de enzima. 
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Voltando à análise da Tabela 2, como o número de bicamadas de enzima 

ideal encontrado foi de 5, decidiu-se manter esse número constante e variou-se o 

número de bicamadas de nanopartículas. A sensibilidade, nesse caso, também 

variou. Quanto maior o núméro de bicamadas de nanopartículas, maior a 

sensibilidade. Nesse caso, como o número de bicamadas não é um fator limitante 

para a sensibilidade, como foi no caso da enzima, pôde-se concluir de tal análise 

que a quantidade de nanopartículas de Hexfecu é o fator preponderante para 

melhorar os resultados quanto à performance do biossensor. 

Apesar do método LBL de imobilização da enzima ter sido importante para a 

análise de alguns parâmetros do biossensor, não foi muito eficiente quanto a 

detecção amperométrica, que como já dito anteriormente possui uma quantidade de 

material não condutor (PAH) na superfície dificultando o tranporte de elétrons e de 

íons pelo eletrodo. Entretanto, a técnica LBL é muito versátil, e em função da 

dificuldade de transporte na superfície do eletrodo decidiu-se mudar a arquitetura 

das camadas na tentativa de buscar mais resultados com relação ao comportamento 

eletroquímico e eletrocatalítico do biossenssor. Desta vez, as camadas de enzima e 

de nanopartículas se intercalaram desde o começo e assim permaneceram até a 

superfície. A ilustração a seguir permite um melhor entendimento dessa nova 

arquitetura de deposição. 
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Figura 35: Arquitetura alternada de deposição das nanopartículas de Hexfecu e da enzima glicose 
oxidase 

 

O resultado de uma detecção amperométrica a baixo potencial de glicose 

para um eletrodo modificado de acordo com a arquitetura disposta na ilustração 

anterior se encontra na Figura 36. Percebe-se que a sensibilidade melhorou, 

contudo, a detecção se tornou mais imprecisa, ruidosa e lenta. O que se pode inferir 

neste caso é que a conexão não esteja tão boa devido a uma camada adicional de 

material não condutor (enzima e PAH) entre as camadas de nanonopartículas 

condutoras. 

ITOITO

NanopartículasNanopartículas PAHPAH

EnzimaEnzima
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Figura 36: Detecção amperomética de glicose para um eletrodo com 10 bic de Hexfecu e 5 bic de 

enzima dispostos alternadamente. Solução de KCl (0,1M) e HCl, pH = 7,0 a 0,0V 

 

4.4.2.2. Método de imobilização crosslinking 

Com o intuito de melhorar o desempenho do biossensor baseado em 

nanopartículas de HexFeCu, decidiu-se tentar uma nova maneira de imobilizar a 

enzima glicose oxidase sobre o eletrodo modificado pelas bicamadas.  

A técnica de crosslinking consiste em adicionar uma mistura de glutaraldeído 

(agente de ligação cruzada), enzima e um estabilizante (BSA) sobre o eletrodo 

previamente modificado por n bicamadas de nanopartículas de HexFeCu. Um dos 

resultados pode ser visto na seguite figura:  
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Figura 37: Detecção amperomética de glicose para um eletrodo com 10 bic de HexFeCu + enzima 
pelo método crosslinking. Solução de KCl (0,1M), pH = 7,0 a 0,0V 

 

O experimento anterior foi feito com um eletrodo modificado por 10 bicamadas 

de HexFeCu e a enzima glicose oxidase imobilizada através do método crosslinking. 

Nota-se que a sensibilidade aumentou bastante (12,3µA mmol-1L cm-2) e, além 

disso, a detecção se tornou muito mais rápida e também muito menos ruidosa em 

relação às detecções anteriores. Este fato pode ser consequência da maior 

quantidade de enzima imobilizada por este método, além da maior estabilidade 

conferida pela presença do BSA.  
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Outro fato que também pode ser observado a partir da comparação dos 

resultados obitidos pelas duas técnicas de imobilização da enzima é a diferença do 

intervalo de resposta linear. Para o método LBL, esse intervalo foi de 0 - 5 mM e 

para o método de glicose oxidase foi de 0 a 0,5 mM, ou seja, uma diferença de dez 

vezes. Apesar do método LBL não ter tido uma performance tão boa quanto a 

sensibilidade para glicose, a comparação permite obter informações com respeito à 
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acessibilidade do substrado à enzima. Para o metodo LBL, essa acessibilidade 

parece ser dificultada pelas camadas adjacentes de PAH. Alem disso, a quantidade 

de enzima imobilizada por LBL é menor que por crosslinking. 

A tabela a seguir relaciona as sensibilidades obtidas para diferentes 

quantidades de nanopartículas imobilizadas. 

 

         Tabela 3: Sensibilidades para os biossensores de glicose 

Método de Imobilização 
Crosslinking: com glutaraldeído e BSA 

Bicamadas  
de  

nanopartículas 

Concentração  
da 

Gox 

Sensibilidade 
µA mmol-1 L cm-2 

 
5 10mg mL-1 6.65 
10 10mg mL-1 12.30 
20 10mg mL-1 14.91 

 

Novamente, a tendência para o aumento da sensibilidade é acompanhada 

pelo aumento na quantidade de nanopartículas imobilizadas, confirmando os indícios 

obtidos anteriormente de que HexFeCu nanoparticulado é bastante imporatnte para 

a performance do biossensor. 

O método crosslinking de imobilização de enzimas também foi testado para 

os eletrodos cuja imobilização das nanopartículas ocorreu por deposição 

eletroforética. Utilizou-se diferentes tempos de deposição eletroforética para 

imobilizar as nanopartículas e posteriormente adicionou-se a mistura de enzima, 

glutaraldeído e BSA (nas mesmas concentrações já mencionadas). Os eletrodos 

foram deixados em repouso por 5 dias para em seguida serem realizados os testes 

amperométricos para glicose. A figura a seguir mostra a detecção amperométrica de 
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glicose para um eletrodo com 3h de deposição eletroforética e com a enzima glicose 

oxidase imobilizada pelo método crosslinking. 
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Figura 38: Detecção amperomética de glicose para um eletrodo com 3h de deposição eletroforética 
de Hexfecu + enzima pelo método crosslinking. Solução de KCl (0,1M), pH = 7,0 a 0,0V. 

 

A tabela a seguir exibe as sensibilidades obtidas para os diferentes tempos 

de deposição das nanopartículas de HexFeCu. 
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     Tabela 4: Sensibilidades para os biossensores de glicose (EPD) 

Métodos de imobilização 
Deposição eletroforética (HexFeCu) / Crosslinking (Gox) 

Tempo 
de 

Deposição (h) 

Concentração  
da 

Gox 

Sensibilidade 
µA mmol-1 L cm-2 

 
1 10mg mL-1 2,51 
2 10mg mL-1 4,71 
3 10mg mL-1 6,20 
4 10mg mL-1 6,13 

 

De posse das sensibilidades obtidas pelos dois diferentes métodos de 

imobilização das nanoparticulas (LBL e EPD), uma comparação entre as 

sensibilidades apresentadas por esses pode ser feita. Pelos dados mostrados nas 

tabelas acima, a sensibilidade de um eletrodo modificado por LbL – 5 bicamadas foi 

encontrada como sendo de 6,65 µA mmol-1 L cm-2, valor absoluto semelhante ao 

encontrado para a modificação por EPD – 3 horas, que foi de 6,62 µA mmol-1 L cm-2.  

Contudo, se analisarmos os voltamogramas destes dois eletrodos 

modificados, encontraremos diferentes cargas elétricas envolvidas nos porcessos 

redox. Para o eletrodo LbL, foi obtida uma carga de redução de 4,6 mC cm-2, e para 

o EPD de 1,7 mC cm-2. Como a carga elétrica é uma medida direta da quantidade de 

material adosrvida sobre o eletrodo, podemos normalizar as sensibilidades, ou seja, 

dividir as sensibilidades pelas respectivas cargas voltamétricas, dos eletrodos pela 

quantidade de material contida nos mesmos.  

As sensibilidades corrigidas encontradas para o LBL e para o EPD foram de 

1,45 µA mmol-1L cm-2 mC-1 e 3,65 µA mmol-1L cm-2 mC-1 respectivamente, 

mostrando uma melhor eficiência de detecção para os eletrodos modificados por 

EPD. Além disso, a detecção é mais rápida e melhor definida, o que pode ser 
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explicado pela ausência de material não condutor entre as nanopartículas (PAH), 

melhorando a condução eletrônica e o transporte de íons pelo eletrodo. 

Um outro aspecto da detecção utilizando a EPD como método de 

imobilização das nanopartículas é o aumento da sensibilidade em função do tempo 

de deposição. Quanto maior o tempo de deposição, maior a sensibilidade, já que 

com o aumento do tempo de deposição, a quantidade de nanopartículas também 

aumenta, revelando, deste modo, que assim como o método LBL, o EPD também é 

um método versátil.   

Como esperado, a sensibilidade não aumenta indefinidamente com o 

aumento do tempo de deposição. Quando o tempo de deposição chega a 3 horas, a 

sensibilidade começa a se estabilizar em torno de 6 µA mmol-1 L cm-2. O campo que 

influencia a deposição eletroforética decai com o aumento do tempo de deposição132 

enquanto o potencial é mantido constante. Isto ocorre devido à formação da camada 

de partículas sobre a superfície do eletrodo e pela consequente diminuição da 

condutividade do eletrodo. Entretanto, durante o período inicial da EPD, há 

geralmente uma relação linear entre o tempo de deposição e a massa depositada. 

 

4.4.3. Detecção de glicose em meio contendo Na+ 

Para essa detecção foi utilizado um eletrodo de 16 bicamadas de 

nanopartículas de PAH com a enzima glicose oxidase imobilizada através do método 

crosslinking. Utilizou-se um volume de solução de NaCl 0,1M de 8 mL e a 

concentração de glicose aumentava em o,3125 mM na solução eletrolítica  

(Figura 39). 
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Figura 39: Curva de sensibilidade para um eletrodo com 16 bicamadas de Hexfecu/PAH + enzima 

pelo método crosslinking. Solução de NaCl (0,1M), pH = 7,0 a 0,0V. 

 

O resultado foi positivo e apesar da detecção ter sido mais lenta, a ordem da 

sensibilidade encontrada foi a mesma que a encontrada em meios contendo KCl. 

 

4.4.4. Testes de Durabilidade 

Com o intuito de verificar quanto tempo o biossensor continuaria a detectar a 

glicose repetiu-se as detecções feitas anteriorme por volta de três meses e mediu-se 

a sensibilidade. As tabelas a seguir expõem um exemplar de cada tipo de 

biossensor com as sensibilidades variando com o tempo desde a primeira detecção.  
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                     Tabela 5: Durabilidade (método crosslonking I) 

20 bicamadas HexFeCu + enzima  

Dias após 
primeiro teste 

Sensibilidade 
µA mmol-1 L cm-2

0 14,91 

7 6,63 

14 1,11 

21 1,24 

42 0,88 

63 0,69 

84 0,51 

105 0,29 
 

Para o eletrodo anterior, apesar de a sensibilidade cair quase que 

exponencialmente com o tempo, nota-se que ainda é possível fazer a detecção de 

glicose mesmo depois de mais de 3 meses após primeira detecção.  

O fato de a sensibilidade cair significativamente com o passar do tempo com 

relação ao primeiro teste, é consequência da estocagem do eletrodo para os testes 

de durabilidade. O eletrodo não foi guardado em solução tampão, que seria a melhor 

forma de manter a enzima ativa. Experimentos anteriores, utilizando tampão fosfato, 

demonstraram que a estrutura de bicamadas de nanopartículas se desfez quando o 

eletrodo era estocado durante algum tempo em tal solução e as detecções se 

tornaram inviáveis.  
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                     Tabela 6: Durabilidade (método LBL) 

25 bicamadas HexFeCu + enzima  

Dias após 
primeiro teste 

Sensibilidade 
µA mmol-1 L cm-2

0 1,410 

7 0,090 

14 0,064 

21 0 
 

Os resultados da tabela 7 mostram que quando a enzima é imobilizada 

através do método LBL, a durabilidade do biossensor diminui. Quanto mais o tempo 

passa, a detecção se torna cada vez mais lenta e imprecisa, até cair a zero, sinal de 

que a enzima está em um ambiente mais agressivo quando se compara com a 

imobilização utilizando glutaraldeído e BSA. 

A tabela a seguir exibe os resultados para os eletrodos onde as 

nanopartículas foram imobilizadas através da deposição eletroforética. 

                     Tabela 7: Durabilidade (método crosslinking II)  

 HexFeCu 3h (EPD) + enzima  

Dias após 
primeiro teste 

Sensibilidade 
µA mmol-1 L cm-2 

0 6,2 

7 5,51 

14 1,6 

21 0,86 

42 0,49 
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O biossensor que utiliza a EPD como forma de imobilização das 

nanopartículas também exibe uma durabilidade maior, mesmo depois de 42 dias 

após o primeiro teste, ainda respondia à glicose. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Conclusões 

 96

5. Conclusões 

Foi possível sintetizar nanopartículas de hexacianoferrato de cobre utilizando-

se o método de síntese sonoquímico. As nanopartículas foram caracterizadas por 

HRTEM sendo encontradas estruturas com tamanhos de 10 nm e também 

aglomerados delas. As análises de raio-X, raman, análise elementar e ICP 

permitiram identificar o composto como hexacianoferrato de cobre com a seguinte 

fórmula molecular: Cu2[Fe(CN)6].  A mobilidade eletroforética e o potencial zeta 

permitiram comprovar a carga superficial negativa das nanopartículas. Esse material 

foi imobilizado em eletrodos de ITO através da automontagem eletrostática 

utilizando como polieletrólito positivo o PAH, técnica pela qual se mostrou bastante 

eficiente ao promover uma alta aderência das camadas ao eletrodo. O filme foi 

analisado por MEV sendo possível observar as nanopartículas de hexacianoferrato 

de cobre por entre a estrutura polimérica do PAH. Foi também utilizada com sucesso 

a técnica de deposição eletroforética (EPD) para a imobilização das nanopartículas. 

Os experimentos eletroquímicos revelaram a interconexão elétrica entre as 

camadas de nanopartículas e também, diferentemente do azul da prússia, o 

hexacianoferrato de cobre possui atividade eletroquímica em meios contendo Na+.  

Na primeira parte do relatório foi abordada a utilização dos mesmos eletrodos 

em dispositivos eletrocrômicos. Os experimentos espectroeletroquímicos mostraram 

que os eletrodos sintetizados possuem atividade eletrocrômica, descolorindo quando 

oxidado e colorindo quando reduzido. Os contrastes obtidos não foram muito altos 

(21% para eletrodos com 25 bicamadas), mas em contrapartida, a boa aderência 

das camadas ao eletrodo promove alta reversibilidade e durabilidade eletrocrômica, 

sendo que o contraste permanece inalterado por mais de seis horas.    
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Além disso, os testes amperométricos dos eletrodos modificados por LBL, 

mostraram um bom desempenho analítico na detecção do peróxido de hidrogênio 

com sensibilidade de 31,45 µA mmol-1 L cm-2 (eletrodo com 25 bicamadas), duas 

ordens de magnitude maior que os eletrodos modificados com hexacianoferrato de 

cobre depositados eletroquimicamente.  

Os resultados amperométricos utilizando os eletrodos com enzima glicose 

oxidase, imobilizada através das técnicas de LBL e crosslinking, para a detecção de 

glicose também foram bastante promissores, com boas sensibilidades, embora o 

intuito com relação aos biossensores não tenha sido exatamente o de obter um 

dispositivo com altíssimo desempenho, mas sim o de  estudar o comportamento 

eletroquímico das nanopartículas de HexFeCu, um material que foi sintetizado de 

forma inédita, comparando diferentes formas de imobilização das nanopartículas e 

da enzima assim e as diferentes arquiteturas de deposição. 
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