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RESUMO 

CORREIA, A. R. Desenvolvimento de um sistema biossensor baseado em filmes layer-by-

layer de PAH e ácido fólico para detecção de células cancerosas com receptores de folato. 

2019. 98 p. Dissertação (Mestrado em Ciências) - Instituto de Física de São Carlos, 

Universidade de São Paulo, São Carlos, 2019.  

 

A detecção precoce de células tumorais desempenha um papel importante no tratamento 

eficaz do câncer. Alguns métodos convencionais, como imageamento e radiomarcadores, são 

eficazes, porém complexos e de alto custo. Por outro lado, biossensores eletroquímicos têm 

atraído a atenção considerável devido às suas vantagens em relação às técnicas convencionais, 

como alta sensibilidade, simplicidade, resposta rápida, miniaturização e baixo custo. Estudos 

recentes mostraram que as superfícies das células tumorais, em especial cânceres 

ginecológicos, expressam mais receptores de folato (RF) que as células normais. Os 

receptores de folato são proteínas que têm uma alta afinidade com o ácido fólico (Kd < 1 nmol 

L
-1

). Neste estudo foi desenvolvido um biossensor para a detecção da célula tumoral HeLa 

(célula de câncer do colo do útero), baseado na plataforma eletroquímica modificada com 

ácido fólico (AF). Como controle negativo foi utilizada a HMEC (célula epitelial mamária 

humana) e realizado um teste de seletividade com o polímero Poli(ácido acrílico) – PAA. A 

superfície do biossensor foi modificada com filmes automontados camada por camada (em 

inglês layer-by-layer – LbL) contendo PAH (poli cloridrato de alilamina) e ácido fólico 

utilizados como materiais com carga positiva e negativa, respectivamente. Os filmes foram 

caracterizados e otimizados pela técnica de espectroscopia no ultravioleta visível, exibindo 

uma banda de absorção centrada em 290 e 360 nm. As interações entre PAH e ácido fólico 

foram investigadas usando a espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier. 

Análises de microscopia de força atômica revelaram uma morfologia globular para o filme 

(PAH/AF) contendo 20 bicamadas com uma rugosidade média de 17 nm. Espectroscopia de 

impedância eletroquímica e voltametria cíclica foram utilizadas para detecção das células. O 

biossensor desenvolvido foi capaz de detectar receptores de folato na concentração de 10 

nmol L
-1

 com uma faixa linear entre 10 a 40 nmol L
-1

, R
2
 = 0,99. O limite de detecção para a 

célula HeLa foi de 50 células mL
-1

 obtido na faixa linear entre 50 a 10
6
 células mL

-1
, R

2
 = 

0,99. O biossensor apresentou uma boa reprodutibilidade e estabilidade (%DPR = 1,95% , 

n=3). 

 

Palavras-chave: Nanomedicina. Biossensor. Ácido fólico. 



 
 

 

 

 

  



 
 

 
 

ABSTRACT 

CORREIA, A. R. Development of a biossensor system based on layer-by-layer films of 

PAH and folic acid for detection of cancer cells with folate receptors. 2019. 98 p. 

Dissertação (Mestrado em Ciências) - Instituto de Física de São Carlos, Universidade de São 

Paulo, São Carlos, 2019.  

 

Early detection of tumor cells plays an important role in the effective treatment of cancer. 

Some conventional methods, such as imaging and radiolabels, are effective, but complex and 

costly. On the other hand, electrochemical biosensors have attracted considerable attention 

due to its advantages over conventional techniques, such as high sensitivity, simplicity, fast 

response, miniaturization and low cost. Recent studies have shown that tumor cell surfaces, 

especially in gynecologic cancers, express more folate receptors than normal cells. Folate 

receptors are folate binding proteins which have a high affinity for folic acid (FA) (Kd < 1 

nmol L
-1

). In this study a biosensor was developed for the detection of tumor cells HeLa 

(cervical cancer cells), based on electrochemical platform modified with folic acid. HMEC 

(human mammary epithelial cells) was used as the negative control and a selectivity test was 

carried out with polymer Poly (acrylic acid) - PAA. The surface of the biosensor was 

modified with self-assembly layer-by-layer (LbL) films containing PAH (polyamine 

hydrochloride) and folic acid used as positively and negatively charged materials, 

respectively. The films had been characterized and optimized using ultraviolet and visible 

absorption spectroscopy, exhibiting an absorption band centered at 290 and 360 nm. 

Interactions between PAH and folic acid were investigated using Fourier transform infrared 

spectroscopy. Atomic force microscopy analyzes revealed a globular morphology for 

(PAH/FA) film containing 20 bilayers with a mean roughness of 17 nm. Electrochemical 

impedance spectroscopy and cyclic voltammetry have been used to detect cells. The 

developed biosensor was able to detect 10 nmol L
-1

 Folate receptors with a linear range of 10 

to 40 nmol L
-1

, R
2
 = 0,99. The limit of detection to HeLa cell was 50 cells mL

-1
 in the linear 

range of 50 to 10
6
 cells mL

-1
, R

2
 = 0,99. The biosensor presented good reproducibility and 

stability (% DPR = 1,95%, n = 3). 

 

 

Keywords: Nanomedicine. Biosensor. Folic acid. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Segundo pesquisa divulgada pelo observatório de oncologia do Brasil, o câncer é a 

principal causa de morte em 516 das 5.570 cidades brasileiras.
1 

De acordo com este estudo, 

estima-se que nas próximas décadas os tumores malignos serão responsáveis pela maioria dos 

óbitos no país, superando as doenças cardiovasculares e as relacionadas ao aparelho 

circulatório, atualmente líderes em mortalidade
1
. O instituto nacional de câncer (INCA) 

estima até o final do ano 2019, 582.590 novos caso de câncer, sendo 282.450 em mulheres e 

300.140 em homens.
2
 

Entre os cânceres mais incidentes no Brasil estão os de próstata, pulmão, mama 

feminina e intestino, revelando o perfil de um país industrializado, urbanizado e com 

população em processo de envelhecimento, frequentes em países desenvolvidos do ocidente. 

Por outro lado, o mesmo estudo revela que o Brasil apresenta a incidência de cânceres 

frequentes em países menos desenvolvidos, os quais estão relacionados à infecções, como o 

câncer de colo do útero e estômago. Por definição, o câncer é o nome dado a um grupo de 

mais de 100 doenças que têm como fator comum o crescimento anormal e desordenado de 

células, geralmente tratável, se detectado em seu estágio inicial
3
. No entanto, em um estágio 

avançado, as células tumorais propagam-se para além do seu local de origem, que de forma 

geral, leva à óbito aproximadamente 50% dos pacientes no período de 5 anos, segundo a 

estimativa do INCA.
4
 

O diagnóstico da doença no seu estado inicial é de extrema importância para que a 

escolha do tratamento se faça de forma adequada e consequentemente eficaz no combate à 

doença. Atualmente, métodos têm sido desenvolvidos para rastrear células cancerosas, como 

ensaios citológicos, imagem fluorescente, radiomarcadores, ressonância magnética, 

tomografia computadorizada, radiografia por raio X e ultrassonografia. Estes são eficazes, 

porém complexos, de alto custo, demanda tempo, requer pessoal altamente qualificado e em 

caso de ensaios com radiomarcadores estão sujeitos a riscos radioativos.
5
 Assim, o 

desenvolvimento de uma técnica com alta sensibilidade, simplicidade, baixo custo e resposta 

rápida, é desejável para a detecção do câncer. Os biossensores são promissores para suprir 

estas necessidades, pois além de possuir tais características, o diagnóstico é feito por testes 

point-of-care, ou seja, testes laboratoriais remotos.
6
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Os biossensores são altamente seletivos e específicos quanto ao seu material de 

reconhecimento
6
. Estudos recentes mostraram que as superfícies das células tumorais, em 

especial as dos cânceres ginecológicos, expressam mais receptores de folato que as células 

normais. Estes receptores são proteínas que têm uma alta afinidade com a molécula de ácido 

fólico.
7
 

Visando esta vantagem, a presente dissertação de mestrado, apresenta o 

desenvolvimento e estudo de um sistema de biossensor eletroquímico para a detecção da 

célula cancerosas, especialmente célula HeLa (linhagem celular de câncer do colo do útero 

humano). Para isso, o biossensor foi construído através da imobilização sobre substratos de 

ITO (do inglês, indium tin oxide) do polícátion hidrocloreto de polialilamina (PAH) e da 

molécula de ácido fólico (AF) (que contém carga negativa devido ao grupamento carboxila) 

através da técnica layer-by-layer (LbL). Ou seja, camada por camada imobilizada pelo efeito 

das interações eletrostáticas. A molécula de ácido fólico foi usada como receptor para a 

detecção de células cancerosas superexpressadas com receptor de folato alternativamente à 

aos convencionais anticorpos. Esta configuração de biossensor é a inovação desenvolvida 

neste trabalho para detectar células cancerosas superexpressadas com receptores de folato. A 

molécula de ácido fólico foi usada como ligante, ao invés de anticorpos, pois além de 

apresentar alta afinidade com os receptores de folato, aumenta a vida útil dos biossensores e 

garante a reprodutibilidade dos resultados por apresentar maior estabilidade e não sofrer 

inatividade, como acontece frequentemente com os anticorpos.
8
 

A interação entre a molécula de ácido fólico com as células cancerosas foi monitorada 

através das técnicas de impedância eletroquímica e voltametria cíclica. O biossensor foi 

inicialmente testado com solução tampão contendo receptores de folato e em seguida com 

células epiteliais HeLa, tendo como controle negativo a célula HMEC (não tumoral de 

linhagem celular epitelial de tecido mamário humano). Como teste de seletividade foi 

construído um novo filme utilizando o polímero poli(ácido acrílico), PAA em substituição ao 

ácido fólico. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo geral 

 

O objetivo principal dessa dissertação é o desenvolvimento e estudo de um biossensor 

composto por filmes LbL de PAH/AF para a detecção de células tumorais HeLa via medidas 

eletroquímicas. Ou seja, buscou desenvolver um novo método de detecção de células tumorais 

através da interação dos receptores de folato presentes na superfície de células cancerosas do 

colo de útero e os filmes PAH/AF. 

 

2.2 Objetivos específicos 

 

Os objetivos específicos da dissertação são os seguintes: 

 Otimização do crescimento do filme PAH/AF em diferentes condições (pH, tempo de 

imersão, etc.) 

 Avaliação eletroquímica da estabilidade do biossensor quando imerso em soluções 

tampão fosfato salino (PBS), fosfato (PB), cloreto de potássio (KCl) e nitrato de sódio 

(NaNO3). 

 Caracterização eletroquímica do filme. 

  Determinação do número de bicamadas do filme. 

 Detecção eletroquímica dos receptores de folato e de células HeLa. 

 Avaliação das curvas de calibração para concentrações de receptores de folato e de 

células HeLa. 

 Avaliação de testes de controle negativo com células HMEC. 

 Avaliação da seletividade do biossensor quanto ao material de reconhecimento. 

 Comparação entre as técnicas de detecção de espectroscopia de impedância 

eletroquímica e voltametria cíclica. 
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3 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

3.1 Filmes automontados LbL 

 

A técnica de deposição camada por camada ou Layer-by-Layer (LbL), é uma técnica 

que possibilita a automontagem em sequência de filmes ultrafinos, através da adsorção de poli 

íons em solução aquosa carregados positivamente e negativamente
9
, gerando multicamadas 

que podem ser utilizadas em diversas aplicações: biossensores, dispositivos optoeletrônicos 

como diodos orgânicos, membranas seletivas, encapsulamento, terapia genética, filmes 

emissores de luz, entre muitos outros.
10-17

 A técnica que precede a adsorção física é a técnica 

de automontagem por adsorção química de moléculas orgânicas com grupos funcionais 

específicos, estabelecida por Sagiv e colaboradores no início da década de 80.
18

 Nesta época a 

técnica de Langmuir-Blodgett (LB) era a única a fornecer o controle de espessura na ordem de 

nanômetros e arquitetura necessária durante a construção de multicamadas orgânicas. Assim, 

Sagiv utilizou o princípio da técnica LB para construir filmes com moléculas anfifílicas, que 

têm regiões polares e apolares bem definidas e insolúveis. No entanto, para obter o 

crescimento do filme, ou seja, construir multicamadas, era necessário adsorver quimicamente 

uma camada sobre outra já depositada, o que exigiu a síntese de moléculas com afinidade 

adequada, o que é considerada a etapa limitante do processo.
18-19 

Para superar a limitação imposta pela síntese de moléculas funcionalizadas, Decher e 

colaboradores, propuseram uma nova metodologia para a construção de filmes,
19

 que em vez 

de adsorção química, a montagem era baseada na interação física de camadas alternadas de 

policátions (moléculas com cargas positivas) e poliânions (moléculas com cargas negativas) 

em superfície sólida carregada eletricamente, surgindo assim, o método de adsorção LbL. 

Como resultado, os primeiros filmes obtidos pela técnica apresentaram homogeneidade e 

ordenamento em camadas cuja espessura podia ser controlada.
20

  

Experimentalmente, a técnica LbL consiste em submergir um substrato, carregado 

eletricamente, em um béquer contendo a solução aquosa de policátion por um determinado 

período de tempo, geralmente alguns minutos,
20-21

 como mostra a Figura 1a. Uma vez em 

contato com a solução de depósito, as moléculas carregadas positivamente adsorvem-se na 

superfície do substrato por interação eletrostática. O substrato é então, lavado em solução 

aquosa com pH próximo ao da solução aquosa de policátion para remover as moléculas que 

não foram totalmente adsorvidas, sendo em seguida seco ao ar ou com fluxo de gás nitrogênio 
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(N2). Como a superfície do substrato está agora carregada positivamente, o que permite a 

adsorção de uma nova camada carregada com carga oposta, o substrato é imerso em solução 

aquosa de poliânion. Após a adsorção desta segunda camada, o substrato é novamente lavado 

e seco. A alternância entre soluções com cargas opostas cria o número de bicamadas desejada, 

como é ilustrado na Figura 1b. 

 

 

 
 

Figura 1 – a) Esquema do processo de deposição de filmes; b) Imagem molecular das duas primeiras etapas de 

adsorção, descrevendo a deposição do filme começando com o substrato carregado positivamente e c) 

a estrutura química de dois poli íons típicos. 

 Fonte: Adaptada de DECHER.
22
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Comparada com outras técnicas de fabricação de filmes, a técnica de adsorção por 

LbL é simples e de baixo custo, dependendo basicamente da interação entre as diversas 

camadas que serão adsorvidas em um substrato com carga superficial conhecida, como por 

exemplo: os vidros, metais, derivados de silício e o óxido de índio - estanho (do inglês, 

Indium tin oxide -ITO), que possuem carga superficial negativa. As interações presentes na 

formação das multicamadas são: eletrostática
23

, ligação de hidrogênio
24

, transferência de 

carga entre polímeros
25

, Van der Walls
26

 e hidrofóbicas
27

, sendo que, entre estas interações, a 

eletrostática é a principal devido as ligações iônicas fortes, contribuindo significativamente na 

estabilidade, uniformidade e durabilidade dos filmes.  

Uma das grandes vantagens da técnica LbL é a diversidade dos materiais utilizados. 

Além do exemplo mostrado na Figura 1c, vários outros policátions e poliânions também 

podem ser empregados.
28 

Também os biomateriais, como: proteínas solúveis em água
29

, 

DNA,
30 

polissacarídeos
31

 e substâncias inorgânicas como nanoparticulas
32

 têm sido utilizados 

para montagem de filmes LbL.  

 Neste estudo foi utilizado o substrato ITO para a montagem dos filmes LbL, pois além 

de ser um material condutor, transparente, 
33 

é um material muito atrativo por não ser tóxico 

para as células.
34 

Já os poli íons utilizados na montagem dos filmes foram o hidrocloreto de 

polialilamina (do inglês, poly allylamine hydrochloride - PAH), como policátion e a molécula 

de ácido fólico (AF) como poliânion, formando assim bicamadas através da ligação 

eletrostática entre os grupos carboxílico do ácido fólico e os grupos amina do PAH. 

 

 

3.2 Biossensor eletroquímico 

 

A IUPAC (International Union of Pureand Applied Chemistry) define biossensor 

eletroquímico da seguinte forma: “Um biossensor eletroquímico é um dispositivo integrado, 

capaz de fornecer informações analíticas, quantitativas ou semi-quantitativas através do uso 

de um elemento de reconhecimento biológico que está em contato direto com o transdutor 

eletroquímico.”
35 

A conversão direta de um evento biológico em um sinal mensurável, por 

exemplo, em um sinal elétrico, tornar os biossensores eletroquímicos um meio atrativo nas 

análises de amostras biológicas. A Figura 2 mostra o esquema de um biossensor 

eletroquímico com seus principais elementos. 
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Figura 2- Esquema de um biossensor composto pelo a) material de reconhecimento biológico fixo na superfície 

de um b) suporte (eletrodo), conectado em um c) transdutor, que converte a ligação especifica entre o 

analito e o material de reconhecimento em um sinal elétrico. Este sinal passa por um d) amplificador, e) 

processador e depois é apresentado de forma mensurável na f) interface da tela de um monitor.  

Fonte: Adaptada de RONKAINEN; HALSALL; HEINEMAN.
36

 

 

De acordo com o tipo de eventos biológicos que pode ocorrer entre o material de 

reconhecimento e o analito, os biossensores eletroquímicos podem ser divididos em duas 

categorias, que são: os dispositivos biocatalíticos e por afinidade,
37

 como mostra a Figura 3.  

 

 

Figura 3 - Representação esquemática das duas principais classes de biossensores com base nos eventos de 

reconhecimento a) biocatalítico (ocorre transferência de um elétrons para o eletrodo devido à presença 

de mediadores redox (R) e da enzima) e por afinidade b) com sinal e c) sem sinal. 

Fonte: Adaptada de KREJCOVA, L. et all
38

 ;AZOSENSORS.
39

 

 

 

Um exemplo bem conhecido de detecção biocatalítica é o biossensor de glicose, que 

utiliza a enzima glicose oxidase para reagir com a glicose presente na amostra, gerando um 
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sinal quantitativo. Por outro lado, os biossensores por afinidade têm como princípio o uso da 

interação seletiva entre o analito e um componente biológico específico, tais como, 

anticorpos, receptores de membrana ou ácidos nucleicos (fragmento de DNA), para produzir 

um sinal mensurável. O reconhecimento por afinidade é determinado principalmente pelo 

tamanho e formato estrutural do local de ligação ao analito de interesse. A alta afinidade e 

especificidade das biomoléculas por seu ligante torna essa categoria de biossensores muito 

sensíveis e seletivos.
36

 

Além da classificação quanto ao componente biológico, os biossensores 

eletroquímicos também são classificados quanto ao sistema de transdução de sinal. Este 

sistema faz uso dos métodos eletroanalíticos, nos quais relacionam grandezas elétricas como, 

corrente, potencial e carga, com parâmetros químicos de uma solução eletrolítica.
36 

Estes 

métodos podem ser sub-divididos em vários tipos, dependendo de quais aspectos são 

controlados e quais são medidos. Os principais são: amperometria, voltametria, 

potenciometria, espectroscopia de impedância e condutimetria.
40-41

 

Os quatro primeiros métodos, citados anteriormente, são interfaciais, ou seja, os 

fenômenos ocorrem na superfície do sensor; por outro lado, a técnica condutométrica é 

definida como não-interfacial, pois é baseada em fenômenos que ocorrem no interior da 

solução eletrolítica, sendo indesejado quaisquer efeitos na superfície do sensor. Os métodos 

interfaciais também podem ser divididos em duas categorias: estáticos e dinâmicos, baseados 

na ausência ou presença de corrente elétrica, respectivamente. O Resumo dos principais 

métodos eletroanalíticos com suas condições experimentais, sinal medido e as técnicas 

eletroquímicas correspondentes, é apresentado na Figura 4. 
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Figura 4 - Resumo dos métodos eletroanalíticos comuns, destacando várias técnicas eletroquímicas interfaciais e 

não-interfaciais. As técnicas específicas são mostradas em vermelho, as condições experimentais são 

mostradas em azul e os sinais analíticos são mostrados em verde. 

 Fonte: Adaptada de SKOOG; HOLLER; NIEMAN.
42

 

 

Dentre os métodos eletroanalíticos, a espectroscopia de impedância e a voltametria 

cíclica são os mais abrangentes e utilizados por diversos grupos de pesquisa. Por exemplo, no 

artigo de revisão de Katz e Willner foram citadas quase 200 referências descrevendo que a 

técnica de espectroscopia de impedância tem desempenhado um papel importante no 

desenvolvimento de biossensores na última década e continuará a desempenhar um papel 

significativo no futuro.
43

 Karolina Dziabowska e colaboradores também menciona que a 

voltametria cíclica e a impedância eletroquímica, são promissoras no desenvolvimento de 

sistemas completos de detecção automática, sem necessidade de pré-tratamento de amostra, 

análise rápida e interfaces com dispositivos de telecomunicação (smartphones e tablets).
44

 

Recentemente, grupos de pesquisas na área de biossensores têm desenvolvido diferentes 

plataformas de sensores, com o uso dessas técnicas para detectar reações de antígeno-

anticorpo,
45

 de hibridação de DNA,
46

 reações enzimáticas
47

 e interação receptor-ligante.
48

 

Baseado nas vantagens supramencionadas, optou-se utilizar no presente projeto de 

dissertação as técnicas de voltametria cíclica e a espectroscopia de impedância eletroquímica. 
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3.2.1 Voltametria cíclica 

 

A voltametria cíclica (do inglês, cyclic voltammetry - CV) é uma técnica em que um 

potencial de onda triangular é aplicado sobre o eletrodo de trabalho e em resposta, uma 

corrente elétrica é gerada. A Figura 5 mostra o potencial de onda triangular, variando de 

forma cíclica entre um valor inicial (E1) e final (E2), ou seja, quando o potencial atinge o valor 

E2 a varredura é invertida e o potencial é varrido de volta para E1. Estes potenciais, nos quais 

ocorre a reversão, são chamados de potenciais de inversão.  

 

 

Figura 5 - Potencial de onda triangular aplicado na voltametria cíclica. 

 

Fonte: Adaptada de BHARDWAJ.
49

 

 

 

As medidas voltamétricas são feitas através de um potenciostato, conectado com três 

eletrodos: eletrodo de trabalho, contra-eletrodo e eletrodo de referência, do inglês, work 

electrode (WE), counter electrode (CE) e reference electrode (RE), respectivamente. Vários 

esquemas de configuração são usados nos experimentos eletroquímicos, um deles apresenta 

os três eletrodos submersos em um suporte de vidro contendo a solução analítica. Este 

conjunto, formado pelo recipiente de vidro, os três eletrodos e a solução analítica é 

geralmente chamado de célula eletroquímica. A Figura 6 mostra uma representação 
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esquemática de um potenciostato ligado a uma célula eletroquímica convencional com os três 

eletrodos mencionados anteriormente. 

 

 

 
 

Figura 6 - Ilustração de uma célula eletroquímica convencional, com três eletrodos ligados a um potenciostato.  

 

Fonte: Adaptada de BRANDT et al.
50 

 

 

Para a realização das medidas eletroquímicas, a solução analítica deve possuir a 

característica eletroativa, ou seja, deve conter uma substância capaz de sofrer oxidação e 

redução (prova redox) quando aplicado um potencial no eletrodo de trabalho. Este potencial 

deve estar no intervalo de potenciais de inversão no qual a prova redox sofre oxidação e 

redução, favorecendo a transferência de elétrons na interface solução-eletrodo.
51 

A direção da 

varredura inicial pode ser tanto negativa ou positiva. Quando o potencial se torna mais 

negativo, o eletrodo de trabalho passa a ser uma fonte de elétrons favorecendo a redução do 

analito. Nesse caso, a varredura é chamada de direta e uma corrente catódica é desenvolvida. 

Por outro lado, quando a direção dos potenciais é no sentido mais positivo a varredura é 

denominada de reversa e o eletrodo de trabalho se torna um receptor de elétrons, favorecendo 

assim, a oxidação do analito próximo a superfície do eletrodo com o aparecimento de uma 

corrente anódica.
51
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O registro da resposta da corrente em função do potencial aplicado é feito através de 

um gráfico chamado voltamograma cíclico e seus principais parâmetros são: potencial de pico 

catódico (Epc), potencial de pico anódico (Epa), a corrente de pico catódico (ipc) e a corrente de 

pico anódico (ipa)., como mostra a Figura 7. 

 

 

Figura 7 - Voltamograma cíclico onde mostra o potencial de pico catódico (Epc), o potencial de pico anódico 

(Epa), a corrente de pico catódico (Ipc) e a corrente de pico anódico (Ipa), para uma reação reversível, 

variando o potencial de E1 = 1 V e E2 = - 1.4 V. As setas, em azul, indicam a direção da varredura do 

potencial. 

Fonte: Elaborada pela autora. 

Do ponto de vista da análise quantitativa, as informações importantes a serem obtidas 

a partir do voltamograma cíclico são os valores dos picos das correntes anódicas e catódicas, 

como mostrados na Figura 7. Para um eletrodo plano, a corrente de pico na voltametria cíclica 

é dada pela equação de Randles-Sevcik
 52: 

 

𝑖𝑝 = (2,69 × 105)𝑛3 2⁄ 𝐴𝐷1 2⁄ 𝜐1 2⁄ 𝐶 = 𝐾𝐶                                           (1) 
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onde 𝑖𝑝 é a corrente de pico em Ampère, n é o número de mols de elétrons por mol da espécie 

eletroativa, A é a área do eletrodo de trabalho em cm
2
, D é o coeficiente de difusão para a 

solução do analito em cm
2
 s

-1
, ν é a velocidade de varredura em mV s

-1
 e C é a concentração 

do analito próximo à superfície do eletrodo em mol cm
-3

. Em uma reação reversível, as 

correntes 𝑖𝑝𝑐 e 𝑖𝑝𝑎 são aproximadamente iguais em valor absoluto com sinais opostos, 

apresentando uma diferença entre os picos de potenciais igual a 0,0592 𝑛⁄  , onde n é o 

número de elétrons envolvidos na semi-reação.
42

 

Geralmente, o eletrodo de trabalho é feito de carbono, ITO ou ouro, pois são materiais 

condutores e quimicamente estáveis. O contra-eletrodo, por sua vez, é utilizado para fechar o 

circuito de corrente da solução analítica, entre este e o eletrodo de trabalho e como forma de 

garantir que a meia-reação, que ocorre no contra-eletrodo possa ocorrer com rapidez 

suficiente, não limitando o processo no lado oposto, o contra-eletrodo deve apresentar uma 

área superficial maior do que o eletrodo de trabalho. Geralmente, a platina é utilizada para a 

fabricação do contra-eletrodo por ser um material inerte e também porque reações eletrônicas 

ocorrem muito rapidamente em sua superfície. Já o eletrodo de referência tem a função de 

manter um potencial de referência conhecido e constante, usualmente é composto de Ag/AgCl 

ou calomelano saturado.
53

 

3.2.2 Espectroscopia de impedância eletroquímica 

 

A espectroscopia de impedância eletroquímica (do inglês, Electrochemical Impedance 

Spectroscopy - EIS) é uma técnica de caracterização não destrutiva de superfícies, camadas 

finas, filmes e membranas. Geralmente, esta técnica é baseada na aplicação de um sinal de 

tensão alternada, de forma senoidal, com pequena amplitude, e em resposta, registra-se as 

partes real e imaginária da impedância complexa em função da frequência. No entanto, a 

interpretação das informações a partir dos dados da impedância eletroquímica pode ser difícil, 

sendo necessário estabelecer modelos para auxiliar a análise dos resultados. Um exemplo de 

modelo, comumente utilizado, é o de circuito equivalente proposto por Randles, que relaciona 

a similaridade entre o comportamento da célula eletroquímica e um circuito elétrico composto 

pela resistência de transferência de carga (Rtc), resistência da solução eletrolítica (Rs), 

capacitância da dupla camada (Cdc) e impedância de Warburg (W), como apresentados na 

Figura 8. 
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Figura 8 - Célula eletroquímica de três eletrodos: CE, RE e WE (contra-eletrodo, eletrodo de referência e 

eletrodo de trabalho, respectivamente) para o uso da técnica de espectroscopia de impedância 

eletroquímica, com o diagrama esquemático de um circuito de Randles superimposto à interface 

eletrodo-solução.  

Fonte: Adaptada de DAMOS; MENDES; KUBOTA.
54

 

 

Para o circuito equivalente, mostrado na Figura 8, as componentes real (Z’) e 

imaginária (Z”) da impedância, na frequência angular (𝜔), são
55

: 

 

𝑍′ = 𝑅s +
𝑅𝑡𝑐

1 + 𝜔2𝐶𝑑𝑐
2 𝑅𝑡𝑐

2                                                    (2) 

 

     𝑍" =
𝜔𝐶𝑑𝑐𝑅𝑡𝑐

2

1 + 𝜔2𝐶𝑑𝑐
2 𝑅𝑡𝑐

2                                                            (3) 
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 De acordo com as expressões 2 e 3, observa-se que para limite de baixas frequências, 

os valores das componentes da impedância, passam a ser: 

 

𝑍′
𝜔→0 = 𝑅s + 𝑅𝑡𝑐                                                                  (4) 

 

𝑍′′
𝜔→0 = 0                                                                          (5) 

 

No entanto, para regiões de altas frequências, as componentes Z’ e Z” tendem aos 

valores: 

 

𝑍′𝜔→∞ = 𝑅s                                                                  (6) 

 

𝑍"𝜔→∞ = 0                                                                 (7) 

 

A partir destas análises, é possível obter informações sobre a resistência da solução e 

dos fenômenos que ocorrem na interface eletrodo-solução (resistência à transferência de 

carga), nas regiões de altas e baixas frequências. Por outro lado, ao eliminar a frequência 

angular nas expressões 2 e 3, obtém-se a seguinte relação entre as componentes real e 

imaginária: 

 

(𝑍′ − 𝑅s −
𝑅𝑡𝑐

2
)

2

+ 𝑍"2 = (
𝑅𝑡𝑐

2
)

2

                                             (8) 

 

A partir da expressão 8, pode-se verificar que a relação Z’ em função de Z” resulta em 

um gráfico semi-circular com raio igual a 𝑅𝑡𝑐 2⁄ , centrado em 𝑍′ = 𝑅𝑠 + 𝑅𝑡𝑐 2⁄  e 𝑍" = 0, 

como mostrado na Figura 9. A representação gráfica das componentes imaginária e real é 

chamada de diagrama de Nyquist. Nota-se no gráfico que o eixo y é negativo e que em cada 

ponto do diagrama há uma impedância em uma determinada frequência. 
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Figura 9 - Ilustração do diagrama de Nyquist.  

Fonte: Adaptada de CARVALHO.; ANDRADES.
56

 

 

3.3 Biossensores eletroquímicos desenvolvidos para detecção de células cancerosas  

 

A detecção precoce do câncer desempenha um papel importante no tratamento eficaz 

da doença. Alguns métodos convencionais, como imageamento e radiomarcadores, são 

eficazes, porém complexos e de alto custo. O uso da tecnologia emergente de biossensores 

pode ser fundamental na detecção precoce e em tratamentos mais efetivos. Em especial, os 

biossensores eletroquímicos têm atraído atenção considerável para o desenvolvimento de 

biossensores destinados à detecção de vários tipos de câncer. As vantagens dos biossensores 

em relação às técnicas convencionais não se limitam à sensibilidade e seletividade, mas ao 

fato de, geralmente, dispensarem um elaborado pré-tratamento da amostra (praticidade), 

rapidez nas análises, utilização como dispositivo de teste point-of-care e gastos mínimos de 

reagentes, proporcionando assim, agilidade na obtenção dos resultados, e redução de custos.
57

 

Hala Elnakat e Manohar Ratnam mostraram que membranas das células cancerígenas 
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possuem uma maior quantidade de receptores de folato em relação às células normais.
58

 

Posteriormente, Chen e colaboradores demostraram que os receptores de folato apresentam 

uma alta afinidade com a molécula de ácido fólico (Kd < 1 nmol L
-1

).
7 

Um estudo mais 

específico foi feito pelo grupo de pesquisa de Siwowska, o qual revelou que receptores de 

folato do tipo alfa (RF é superexpressado em uma variedade de tipos de câncer 

ginecológico, incluindo linhagem celulares de câncer do colo do útero e do ovário.
59

 

A partir de então, pesquisas no desenvolvimento de biossensores eletroquímicos são 

feitas para detecção de câncer com elevado nível de receptores de folato,
5, 60-64 

pois de acordo 

com estudo de Asphahani e Zhang as células vivas podem ser usadas como elemento de 

detecção biológicas em biossensores eletroquímicos para monitorar as mudanças induzidas 

por vários estímulos.
65 

O uso de células do adenocarcinoma do colo do útero é muito comum 

nas pesquisa para desenvolvimento de biossensores, devido ao alto nível de expressão de RF 

nas células HeLa
59

 (a primeira linhagem celular de câncer epitelial do colo do útero humana 

estabelecida em cultura).
66

 

O receptor de folato é uma proteína de membrana glicosilfosfatidilinositol (GPI) com 

alta afinidade para ligação e coordenação do transporte da forma ativa de folato, 5-

metiltetrahidrofolato (5- MTF), para o interior da célula, com efeito de proporcionar a 

proliferação celular. O folato, encontrado em vegetais, é apresentado na forma sintética como 

ácido fólico, usado muito em suplemento vitamínico.
67

 

A ligação entre a molécula de ácido fólico e o receptores de folato é feita através da 

conformação dos anéis pteridina, em uma das extremidades do ácido fólico, ao interior da 

cavidade do Receptor de Folato (parte carregada negativamente), e dos grupos carboxila, na 

outra extremidade do ácido fólico, são voltados para a parte externa do receptor folato (parte 

carregada positivamente).
7
 A Figura 10 ilustra a estrutura do receptor de folato ligada ao ácido 

fólico.  
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Figura 10 - Estrutura do receptor de folato ligado ao ácido fólico. Os átomos de carbono do ácido fólico são 

coloridos em cinza, os átomos de nitrogênio em azul e os átomos de oxigênio em vermelho. Abaixo 

da imagem, uma barra de código de cores mostra a escala eletrostática de -3 a +3 eV.  

Fonte: CHEN et al.
7
 

 

Um resumo dos biossensores eletroquímicos (utilizando os métodos de voltametria 

cíclica e impedância eletroquímica) desenvolvidos atualmente para a detecção de células 

cancerosas superexpressas com receptores de folato é mostrado na Tabela 1. 
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Tabela 1 - Comparação de diferentes biossensores eletroquímicos para a detecção de câncer. 

 

Célula Eletrodo 

Faixa linear 

(células mL
-1

) 

Limite de detecção 

(células mL
-1

) 

HeLa Au/ssDNA/AF
68

 100 – 10
6
 100 

HeLa GCPE/AuNp/Cy/Glu/PAMAM/AF
5
 10

2
 - 10

6
 100 

Jurkat 

E6-1 
GC/pDATT-Rtx+PC

69 
10

3
-10

5
 68 

HeLa GCE/Poly(DTP-aryl-NH2)AF
70

 10
1
 - 10

5
 100 

HeLa ITO/Fc/ssDNA/AF
48

 10
2
 - 10

4
 50 

HeLa ITO/CdTe/GSH/AF
71

 10
3
 - 10

5
 10

3 

K-562 PWE/Au/AF
72

 10
2
 - 10

7
 31 

HeLa ITO/Au/TA/RGDS
73

 10
2
 - 10

7 
300 

HL-60 GCE/c-MWNT/KH1C12
74

 10
2
 - 10

7
 35 

 
Fonte: Elaborada pela autora 

 

Os biossensores, na Tabela 1, apresentam uma alta especificidade para a detecção de 

câncer, no entanto, todos estes biossensores utilizam a funcionalização covalente no processo 

de imobilização do material de bio-reconhecimento sobre a superfície do eletrodo, o que é 

trabalhoso e demanda tempo, sendo necessário a utilização de vários compostos químicos 

para realizar a funcionalização. Além da vantagem anteriormente mencionada, o ácido fólico 

apresenta uma estabilidade em condições severas de preparação e, portanto, é uma molécula 

mais fácil de manusear em comparação com os anticorpos.
75

  

Portanto, é desejável o desenvolvimento de biossensores eletroquímicos para detecção 

de receptores de folato baseados em imobilização do ácido fólico, nos quais ocorram em 

poucas etapas, reduzindo o tempo e o custo com materiais. 
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4 EXPERIMENTAL 

 

4.1 Materiais  

 

O substrato usado como eletrodo de trabalho e suporte para a construção dos filmes 

LbL foi o óxido de índio-estanho (ITO, do inglês Indium tin oxide) com R = 8 – 12 , 

adquirido da Delta Technologies (USA). O poli cloridrato de alilamina (PAH) e o ácido 

fólico, foram adquiridos da empresa Sigma Aldrich.  

Três diferentes soluções tampão foram preparadas com água Milli-Q (resistividade = 

18,2 M cm), a saber: 

- Tampão fosfato salino (PBS, do inglês, Phosphate Buffer Saline) pH = 8 com os 

seguintes reagentes adquiridos da Sigma-Aldrich: Fosfato de potássio monobásico 0,014 mol 

L
-1

, fosfato de sódio dibásico 0,087 mol L
-1

, NaCl 136,7 mol L
-1

, KCl 2,7 mmol L
-1

.  

- Tampão fosfato 0,1 mol L
-1

 pH 8 também contendo fosfato de potássio monobásico 

0,061 mol L
-1

 e fosfato de sódio dibásico 0,038 mol L
-1

.  

- Tampão Tri-HCl, pH8, contendo o composto Tris (Tris(hidroximetil)aminometano) 

com HCl 0,1 mol L
-1

. 

Soluções salinas de KCl 0,1 mol L
-1

 pH 8 e NaNO3 0,1 mol L
-1

 pH 8 foram preparadas 

com água Milli-Q e ambos os sais obtidos da Sigma-Aldrich. Nas medidas eletroquímicas, os 

compostos hexacianoferrato (II) de potássio trihidratado e o hexacianoferrato(III) de potássio 

trihidratado, ambos obtidos da Sigma-Aldrich foram utilizados como prova redox na 

concentração de 1 mmol L
-1

 obtidos. 

Os receptores de folato foram adquiridos da Sigma-Aldrich. As células HeLa e HMEC 

foram incubadas em meio de cultura DMEM (do inglês, Dulbecco’s modified Eagle’s 

médium), suplementado com 10% soro bovino fetal (SBF). 

 

4.2 Processo de limpeza do eletrodo 

 

A limpeza dos eletrodos de ITO foi realizada com acetona, álcool isopropílico, álcool 

etílico absoluto (todos da Synth) e água Milli-Q. A lavagem foi feita em ultrassom com os 

seguintes tempos: 

 

- Acetona: 5 minutos 



46 
 

- Álcool isopropílico: 5 minutos 

- Álcool etílico Absoluto: 5 minutos 

- Milli-Q: 15 minutos 

Este processo foi repetido três vezes, na sequência descrita. Por fim, os eletrodos 

foram hidrofilizados em solução alcoólica de KOH (Sigma-Aldrich) a 1mol L
-1

, durante 5 

minutos. 

 

4.3 Modificação do eletrodo  

 

Após o processo de limpeza e hidrofilização, os eletrodos de ITO foram lavados com 

água Milli-Q e secos com um fluxo de N2, estando assim, pronto para a próxima etapa, a 

imobilização do filme na sua superfície. Esta etapa ocorre quando o ITO é imerso em uma 

solução aquosa de PAH (1mg mL
-1

, pH 6) e depois imerso em uma solução aquosa de ácido 

fólico (1mg mL
-1

, pH 8).  

O PAH é um polímero catiônico, solúvel em água que apresenta uma estrutura linear 

composta por um maior número de grupos amina primário (-NH2),
76

 amplamente usado na 

fabricação de filmes automontados LbL.
77 

A representação da estrutura química do PAH é 

mostrada na Figura 11. 

 

 

Figura 11 - Estrutura química do hidrocloreto de polialilamina (PAH). 

 

Fonte: MOUSLMANI et al.
78

 

 

 

O ácido fólico é uma vitamina hidrossolúvel, pertencente ao complexo B9, na forma 

sintética do folato, muito usada em medicamentos, atuando na formação e manutenção de 
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novas células.
79

 A estrutura química do ácido fólico apresenta uma conjugação do ácido 

pteroico e do ácido L-glutâmico, como mostra a Figura 12. 

 

 
Figura 12 - Estrutura química do ácido fólico. 

  

Fonte: VANNUCCHI; MONTEIRO.
80

 

 

 

O tempo de adsorção para cada camada foi de 3 minutos. Após cada imersão, o ITO 

foi cuidadosamente lavado em água Milli-Q com pH 6 e pH 8 e secos sob um fluxo de N2. 

Este processo foi repetido várias vezes até atingir o número de bicamadas desejadas 

((PAH/AF)n, onde o índice n representa o número de bicamadas). 

Após o eletrodo ser modificado com o filme PAH/AF, este foi imerso em solução de 

albumina de soro bovino (do inglês, Bovine Serum Albumin – BSA) (1%) com tampão Tris-

HCl por 30 minutos para bloqueio de sítios inespecíficos e por fim adicionada soluções de 

tampão Tris-HCl contendo células suspendidas nas concentrações 50, 10
2
, 10

3
, 10

4
, 10

5
 e 10

6
 

células mL
-1

, por 1 hora. Todos os experimentos foram realizados em temperatura ambiente 

(25ºC) e protegido da luz com um papel alumínio. A Figura 13 mostra o esquema da 

deposição do filme PAH/AF. 
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Figura 13 - Construção do filme PAH/ AF sobre o substrato de ITO. 

 

Fonte: Elaborada pela autora. 

 

 

4.4 Medidas eletroquímicas 

 

As medidas eletroquímicas foram realizadas utilizando um potenciostato/galvanostato 

(Autolab, Metrohm), modelo PGSTAT30, com módulo de análise de resposta em frequência 

(FRA) para aquisição e tratamento de dados, conectado em uma célula eletroquímica 

convencional de 3 eletrodos: um eletrodo de Ag/AgCl (com solução interna KCl 3,0 mol L
-1

), 

uma placa de platina (100 mm
2
) e substratos de ITO modificados (área de trabalho = 50 mm

2
) 

como eletrodo de referência, contra eletrodo e eletrodo de trabalho, respectivamente. O 

equipamento potenciostato/galvanostato e a célula eletroquímica são mostrados na Figura 14. 
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Figura 14 - a) Célula eletroquímica com três eletrodos: ITO - eletrodo de trabalho (WE), Ag/AgCl – eletrodo de 

referência (RE) e a folha de platina – contra-eletrodo (CE) e o b) equipamento 

potenciostato/galvanostato, Autolab usado no experimento.  

Fonte: Elaborada pela autora. 

 

 Foram avaliadas quatro tipos de soluções tampão como solução de estocagem 

do eletrodo (PBS, PB, KCl e Tris-HCl) com base na estabilidade temporal das medidas de 

voltametria cíclica e espectroscopia de impedância eletroquímica dos eletrodos modificados 

com os filmes (PAH/AF)3 e (PAH/AF)3/BSA. Para este estudo, as medidas foram realizadas 

após os eletrodos ficarem imersos e armazenados em cada solução tampão, no tempo de 0, 15, 

45, 120, 240 360, 720 e 1440 minutos. A partir deste estudo foi escolhido o tampão que 

apresentou pouca variação nas medidas de voltametria cíclica e impedância eletroquímica no 

decorrer do tempo. 
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A cada medida eletroquímica foi feita em uma nova solução eletrolítica e agitada com 

um agitador magnético por 10 segundos, garantindo a homogeneidade do eletrólito suporte. 

Os estudos da reprodutibilidade foram feitos utilizando três eletrodos distintos para cada etapa 

de modificação do biossensor. No teste de estabilidade, 10 ciclos sequenciais de voltametria 

cíclica foram realizados, já para a repetibilidade, 10 medidas de voltametria cíclica foram 

feitas sucessivamente. Para todas as medidas de voltametria cíclica, foi aplicado uma janela 

de potencial de -0,6 a 1,1 V, já para as medidas de impedância eletroquímica, a frequência 

variou de 10
4
 a 0.1 Hz, com uma amplitude de 10 mV. A análise da reprodutibilidade foi 

baseada em cálculos de porcentagem simples, como valor médio, desvio padrão e desvio 

padrão relativo percentual (%DPR) da variação percentual do pico de corrente de oxidação 

dos íons ferricianeto e ferrocianeto, Ipa, (no caso da voltametria cíclica) e da resistência do 

transporte de carga, Rtc, (no caso da impedância eletroquímica). Para os cálculos dos valores 

relacionados à estabilidade e à repetibilidade foram utilizados somente os valores da corrente 

de oxidação dos íons ferricianeto e ferrocianeto. 

Outro parâmetro importante estudado foi a velocidade de varredura do potencial 

aplicado. Para este estudo, analisou-se os efeitos da corrente de oxidação do composto 

ferricianeto/ferrocianeto de potássio em função da velocidade de varredura de 20 a 100 mV s
-

1
, numa janela de potencial de -0,6 a 1,1 V com 5 ciclos. As curvas de calibração foram 

construídas em função das variações percentuais de Ipa e Rtc,
81-82 

contra a concentração da 

célula em análise (entre 50 e 10
6
 células mL

-1
): 

 

∆𝐼𝑝(%) =
𝐼𝑝(1) − 𝐼𝑝(0)

𝐼𝑝(0)
× 100                                                            (9) 

 

∆𝑅𝑡𝑐(%) =
𝑅𝑡𝑐(1) − 𝑅𝑡𝑐(0)

𝑅𝑡𝑐(0)
× 100                                                   (10) 

 

onde, os índices (0) e (1) representam as etapas antes e depois da imobilização do 

analito na superfície do biossensor, respectivamente. 

A partir das curvas de calibração, o limite de detecção foi estimado, informando o 

primeiro sinal detectável. Por último, dois estudos de seletividade foram realizados: o 
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primeiro foi avaliado a seletividade do biossensor quanto à detecção da célula. Para isto, foi 

utilizado a célula HMEC, como receptores negativos de folato,
83

 já no segundo estudo, foi 

avaliada a seletividade do filme (PAH/AF)3 na detecção de célula HeLa, neste caso, um novo 

filme foi construído, com a substituição do ácido fólico pelo polímero PAA (poli (ácido 

acrílico), em pH 8, formando o filme (PAH/PAA)3. As mesmas condições de medidas 

eletroquímicas usadas com o filme (PAH/AF)3, foram utilizadas para o novo filme 

(PAH/PAA)3. 

4.5 Técnicas de caracterização e optimização do filme PAH/AF 

 

4.5.1 Espectroscopia de absorção no ultravioleta visível (UV-Vis) 

 

A espectroscopia de absorção na região do ultravioleta (UV) e visível (Vis) é uma 

técnica analítica muito valiosa para identificar grupos funcionais nas moléculas e determinar 

quantitativamente compostos contendo grupos que absorvem na faixa entre 200-800 nm. 

Assim, nestas faixas de energia, as moléculas de um composto em análise sofrem transições 

eletrônicas para um estado de maior energia ou estado excitado e a partir da radiação 

proveniente dessa transição é determinado, de modo quantitativo, o quanto de luz é absorvida 

pela amostra. A equação que descreve a relação entre a intensidade da luz incidente e 

transmitida na amostra é dada pela lei de Beer-Lambert:  

 

𝐴 = 𝑙𝑜𝑔 (
𝐼0

𝐼
) = 𝜀 ∙ 𝑐 ∙ 𝐿                                                               (11) 

 

onde A é a absorbância medida, I0 é a intensidade da luz incidente, I é a intensidade da 

luz que sai da amostra, L é o caminho óptico pela amostra (espessura da amostra), 𝜀 é a 

constante de absorvidade molecular (especifica de uma substância) e c é a concentração da 

substância absorvedora.  

As medidas de espectroscopia no UV-vis foram realizadas através do 

espectrofotômetro da marca Hitachi U-2900. 

4.5.2 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) 
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A Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (do inglês, Fourier 

Transform Infrared Spectroscopy - FTIR) é uma técnica que utiliza a interação da radiação 

infravermelha com os átomos de uma molécula, provocando modos vibracionais moleculares, 

sendo estes, convertidos, com o uso da transformada de Fourier, em um espectro IR da 

absorção ou transmissão no domínio de frequências; processo este, realizado de uma forma 

mais rápida em comparação com a outras técnicas. Os espectros IR foram obtidos por meio do 

aparelho Nicolet iS50 FT-IR da Thermo scientific com uma resolução de 4 cm
-1

. 

A representação gráfica do espectro FTIR aparece com uma série de bandas, no lugar 

de linhas pois, mesmo a absorção sendo um processo quantizado, as mudanças de nível de 

energia vibracional correspondem uma série de mudanças de níveis rotacionais, as quais se 

sobrepõem dando lugar às bandas observadas, ou seja, bandas de vibração-rotação. No gráfico 

do espectro infravermelho, as posições da banda, no eixo das abscissas “x”, podem ser 

apresentadas em comprimento de onda () ou número de onda (𝜈̅), e as intensidades das 

bandas, eixo das coordenadas “y”, em porcentagem de transmitância (%T) ou absorbância 

(A). 

A unidade do número de onda é dada em centímetros recíprocos (cm
-1

) e pode ser 

convertido em frequência () e em comprimento de onda (  ). Para converter o número de 

onda (cm
-1

) em frequência (1/s) basta multiplica-lo pela velocidade da luz (c): 

 

𝜈̅(𝑐𝑚−1) =
1

𝜆(𝑐𝑚)
                                                         (12) 

 

 

𝑣 (1/𝑠) = 𝜈̅𝑐 =
𝑐(𝑐𝑚/𝑠)

𝜆(𝑐𝑚)
=

1

𝑠
                                           (13) 

 

A transmitância é a razão entre a intensidade do feixe de radiação transmitida ( It ) por 

uma amostra e a intensidade do feixe de radiação que nela incide ( Ii ). Assim, a porcentagem 

de transmitância é dada por: 
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(%𝑇) =
𝐼𝑡

𝐼𝑖
× 100                                                                       (14) 

 

Um dos principais motivos de usar a unidade de número de onda em vez de 

comprimento de onda é que ela é diretamente proporcional à energia. Assim, em termos de 

número de onda, o infravermelho vibracional vai de 4000 a 400 cm
-1

, que corresponde a faixa 

de comprimentos de onda de 2,5 a 25 mm. 

 

 

4.5.3 Microscopia de força atômica (AFM) 

 

O Microscópico de força atômica é um instrumento de microscopia de varredura de 

alta resolução, na ordem de nanômetros, que usa uma ponta (sonda) para mapear a superfície 

de uma amostra, detectando possíveis mudanças em seu relevo. As imagens foram obtidas em 

um microscópico FlexAFM da Nanosurf, operando no modo contato intermitente com 

cantilever de silício, frequência de ressonância de 300 kHz, constante de força 40 N/m. 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO  

 

5.1 Caracterização e otimização do filme PAH/AF 

 

 A caracterização dos filmes PAH/AF foi feita através das técnicas de espectroscopia: 

UV-vis e infravermelho, como também pela microscopia de força atômica (AFM). Na 

primeira etapa de otimização, foram avaliados o crescimento do filme, o efeito do pH e o 

tempo de adsorção do Ácido Fólico. No segundo momento, uma otimização eletroquímica foi 

realizada com as técnicas CV e EIS para a escolha da solução tampão e do número de 

bicamadas do filme. 

 

5.1.1 Espectroscopia de absorção no ultravioleta visível (UV-Vis) 

 

Para a caracterização e otimização do filme PAH/AF com a técnica de espectroscopia 

no UV-vis, foi utilizado lâminas de quartzo (área = 450 mm
2
) e soluções aquosa de PAH e AF 

nas concentrações de 1 mg mL
-1

. 

 

Crescimento dos Filmes  

 

O espectro da solução de ácido fólico, apresentado na Figura 15b, mostra uma banda 

larga em torno de 350 nm e outra em torno de 280 nm, ambas atribuídas à transição 



localizada no anel pterina do ácido fólico. Também se observa um leve ombro em 

torno de 290 nm, que corresponde a transição localizada no anel 4–aminobenzoico.
84
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Figura 15 - Espectro de UV-Vis do crescimento dos filmes (PAH/AF) contendo de 2 a 20 bicamadas. 

 

Fonte: Elaborada pela autora. 

 

 

 

Já o espectro resultante do crescimento do filme, apresenta um leve deslocamento das 

bandas de absorção para o vermelho. Este deslocamento para um maior comprimento de onda, 

evidencia a ligação de hidrogênio e interação eletrostática entre os sítios de ligação positivas 

(NH3
+) do PAH com os grupos carboxila (COO−) do ácido fólico nos filmes LbL. Como 

resultado, as moléculas são dispostas em uma dimensão a alcançar uma orientação paralelas 

formando agregados do tipo J, ou cabeça – cauda.
85 

Os espectros de absorção, registrados 

depois da deposição de cada bicamada de PAH/AF, são mostrados na Figura 15b. Observa-se, 

neste caso, que a absorbância aumenta em função do número de bicamadas. A relação linear 

entre a absorbância máxima em 290 nm e o número de bicamadas, é mostrada na Figura 16, 
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indicando que o crescimento do filme apresenta uma boa uniformidade, ou seja, uma mesma 

quantidade de material é adsorvida no substrato a cada bicamada depositada. 
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Figura 16 - Relação linear entre a absorbância a 290 nm em função do número de bicamadas de PAH/AF. 

 

Fonte: Elaborada pela autora. 

 

 

 

Otimização do pH 

 

Para o estudo do efeito do pH sobre o crescimento dos filmes (PAH/AF), foi fixado o 

valor 6 para o pH da solução do PAH. Este valor foi estabelecido porque o PAH é uma 

polibase fraca com valor de pKa entre 8,0-9,0.
86

Assim, para valores de pH inferiores aos pKa, 

o PAH fica parcialmente protonado, carregado na forma NH3
+
, apresentando cadeias 

poliméricas mais lineares devido à repulsão entre as cargas eletrostáticas, e as estruturas das 

camadas mais finas. No entanto, com pH do meio superior ao valor de pKa, parte dos grupos 

amina do PAH encontram-se desprotonados (NH2), resultando em cadeias mais enoveladas, 

devido à diminuição da repulsão entre as cargas eletrostáticas e consequentemente, gerando 

camadas mais espessas.
87 

Por sua vez, o ácido fólico possui três valores de pKa
6
, dois para os 
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grupos ácidos (COOH) e um para o grupo amina (NH2), 4,65, 6,75 e 9,00, respectivamente. 

Assim, o ácido fólico tem uma carga líquida negativa a partir do pH 8.  

Através dos valores de pKa do PAH e ácido fólico, um estudo do efeito do pH no 

filme foi realizado. Para isto, três filmes foram construídos com 10 bicamadas, sendo fixado o 

valor de pH 6 para a solução de PAH e variado o valor do pH do ácido fólico de 8,0, 10,0 e 

12,0. Os resultados do efeito do pH na solução do ácido fólico e na absorção da luz no filme 

são mostrados na Figura 17 e Figura 18, respectivamente. 

 

 
Figura 17 - Soluções de ácido fólico em pH 8,0, 10,0 e 12,0. 

 

Fonte: Elaborada pela autora. 

 



59 
 

 
 

250 300 350 400 450

0,00

0,02

0,04

0,06

0,08

A
b

o
so

rb
â
n

c
ia

 a
 2

9
0

 n
m

 

 

 

 (nm)

 pH 8,0

 pH 10,0

 pH 12,0

(PAH/AF)10a)

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

0,00

0,02

0,04

0,06

0,08

0,10

0,12

A
bo

so
rb

ân
ci

a 
a 

29
0

 n
m

 pH 8,0

 pH 10,0

 pH 12,0
 

 

número de bicamadas

b)

 
Figura 18 - a) Espectro da absorção do filme (PAH/AF)10 variando o pH da solução de ácido fólico para valores 

8,0, 10,0 e 12,0 e fixando o valor de pH 6,0 para a solução de PAH e a b) relação linear entre a 

absorbância a 290 nm em função do número de bicamadas de PAH/AF para diferentes valores de pH 

da solução de ácido fólico.  

Fonte: Elaborada pela autora. 
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De acordo com o gráfico da Figura 18, observou-se que a absorbância do filme atingiu 

um valor máximo para pH da solução de ácido fólico igual a 8,0. Por outro lado, a 

absorbância foi reduzida quando o pH da solução atingiu valores acima deste valor. Além 

disso, com o aumento no pH, a solução tornou-se quase incolor. 

A variação da intensidade da cor da solução e da absorbância do filme deve-se ao 

sistema de ligações duplas e simples presentes na molécula de ácido fólico. Em pH mais alto, 

a reação ocorre entre os íons 𝑂𝐻− e molécula de ácido fólico resultando no rompimento das 

suas ligações. Assim, os valores de pH otimizada para a construção dos filmes foi 6,0 e 8,0 

para PAH e ácido fólico, respectivamente. como ilustra a Figura 19. 

 

 

Figura 19 - Efeito do pH nas moléculas do a) PAH e do b) ácido fólico (AF). 

 

Fonte: Elaborada pela autora. 
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Otimização do tempo de deposição do ácido fólico  

 

O tempo de adsorção do ácido fólico no filme LbL também foi estudado. Filmes 

automontados (PAH/AF)n (onde n se refere ao número de bicamadas) foram construídos 

variando o tempo de deposição do ácido fólico na última camada do filme, sendo o tempo de 

adsorção do PAH fixo em 3 minutos, de acordo com trabalho anterior.
88

 Três filmes diferentes 

foram construídos com 1, 2 e 4 bicamadas, como mostra a Figura 20.  
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Figura 20 - Absorbância dos filmes (PAH/AF)n, com n = 1, 2 e 4 a 290 nm em função do tempo de deposição da 

última camada do ácido fólico (AF). 

 Fonte: Elaborada pela autora. 

 

A estabilidade do ácido fólico nos filmes (PAH/AF)n com n = 1, 2 e 4, ocorreu em 

aproximadamente 3 minutos. Este tempo foi estabelecido para a adsorção do ácido fólico nos 

filmes LbL. 

 

5.1.2 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) 

 

Para a análise FTIR, foi construído filmes PAH/AF com 40 bicamadas sobre 

substratos de Si/SiO2. Os espectros FTIR são mostrados na Figura 21. Para os materiais 
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individuais (PAH e ácido fólico), uma alíquota de 5 mL nas concentrações de 1 mg mL
-1

 foi 

depositada diretamente sobre os substratos de Si/SiO2. 
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Figura 21 - Espectros de FTIR para o ácido fólico, PAH e para o filme automontado de PAH/AF com 40 

bicamadas.  

Fonte: Elaborada pela autora. 

 

 

De acordo com o gráfico da Figura 21, as bandas principais do ácido fólico são 

observadas em 3327 cm
-1

, 1696 cm
-1

 e 1607 cm
-1 

que correspondem ao estiramento NH do 

anel pterina,
89,90

estiramento do 𝐶𝑂𝑂−91
 e deformação angular de N-H

91
, respectivamente. 

Para o PAH, são observadas bandas em 3420 cm
-1 

 e 2923 cm
-1

, atribuída ao estiramento de 

NH
92

, em 1605 cm
-1 

e 1519 cm
-1

, correspondente a deformação angular N-H
92

 e em 1004 cm
-

1
, a deformação angular no plano da ligação R – CH = CH2.

91
No filme automontado PAH/AF 

com 40 bicamadas observa-se bandas correspondentes as soluções de PAH e ácidos fólicos, 

confirmando a imobilização dessas soluções. A Tabela 2 resume as principais bandas dos 

espectros mostrados na Figura 21. 
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Tabela 2 - Atribuição das bandas de FTIR para as soluções de PAH, ácido fólico e para o filme (PAH/AF) 

contendo 40 bicamadas. 

 

Fonte: Elaborada pela autora. 
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5.1 3 Microscopia de força atômica (AFM) 

 

A técnica AFM foi utilizada para analisar a superfície do substrato de Si/SiO2 

modificado com o filme PAH/AF com 20 bicamadas, sendo as soluções de PAH e ácido 

fólico na concentração de 1 mg mL
-1

. A Figura 22 mostra a imagem do filme (PAH/AF)20 em 

a) 3 dimensões e b) 2 dimensões. 

 

 

 
 

Figura 22 - Imagem AFM da superfície do substrato de Si/SiO2 modificado com o filme (PAH/AF)20 em a) 3 

dimensões e b) 2 dimensões. 

Fonte: Elaborada pela autora. 

 

A análise do filme (PAH/AF)20 com a técnica AFM revela uma morfologia globular, com 

uma rugosidade média de 17 nm. Observa-se também que, na 22b, a superfície do substrato 

está bem preenchida com os materiais constituintes do filme. Apesar de filmes rugosos serem 

indesejáveis em muitas aplicações, este tipo de filme pode ser uma vantagem para aplicação 

em sensores ou biossensores. Sensores eletroquímicos que apresentam uma alta razão 

área/volume, em geral são mais reativos, por exemplo como mostra Grieshaber et. al.
93 
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5.1.4 Otimização da solução de estocagem do eletrodo 

 

A escolha da solução tampão baseou-se na avaliação da estabilidade das medidas de 

voltametria cíclica e impedância eletroquímica dos eletrodos modificados. Para tanto, os 

eletrodos modificados com os filmes LbL de PAH/AF foram estocados nas soluções tampão em 

intervalos de 0, 15, 45, 120, 240, 360, 720 e 1.440 minutos. Foram avaliadas como soluções de 

estoque as soluções PBS, PB, KCl e Tris-HCl, onde os eletrólitos suportes utilizados nas 

medidas eletroquímica foram PBS, PB, KCl e NaNO3, respectivamente. Para a otimização da 

solução tampão, a análise foi realizada em dois momentos. No primeiro, as medidas foram 

realizadas somente com o ITO modificado com o filme (PAH/AF)3. Já no segundo momento, o 

eletrodo foi modificado com o filme (PAH/AF)3 e depois imersos em solução de BSA (1%) por 

30 minutos. Vale ressaltar que a BSA é uma proteína amplamente usada na literatura para 

eliminar ligações não específicas no biossensor.
94-98

 

Em cada etapa, foram utilizados quatro eletrodos para cada solução tampão. Os primeiros 

voltamogramas cíclicos, mostrados na Figura 23, referem-se as medidas de voltametria cíclica 

para a primeira etapa de imobilização, contendo somente o filme (PAH/AF)3. No caso da 

segunda etapa, as medidas de voltametria cíclica contendo os filmes e a proteína BSA, são 

mostradas através dos voltamogramas na Figura 24. A partir da análise dos gráficos, nas Figuras 

23 e 24, observa-se que os picos de oxidação do eletrodo modificado somente com os filmes são 

mais expressivos em relação aos filmes com BSA. Este comportamento pode ser explicado pela 

presença da proteína BSA no filme, que bloqueia a passagem da corrente na interface eletrodo-

solução. Também é notável, que as medidas de voltametria cíclica dos eletrodos, quando estes 

estocados em tampão Tris-HCl, apresentam uma maior estabilidade temporal, comparada com as 

outras soluções tampão, como mostra os gráficos da corrente de pico em função do tempo nos 

encartes das Figuras 23 e 24. 
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Figura 23 - Voltamogramas cíclicos da estabilidade dos ITO’s modificados com (PAH/AF)3 quando estocados 

nas soluções tampão PBS, PB, KCl e Tris-HCl. Na presença de [Fe(CN)6]
3-/4-

 em solução a) PBS, b) 

PB, c) KCl e d) NaNO3, com uma janela de potencial aplicado de -0,6 a 1,1 V em 5 ciclos e v = 100 

mV s
-1

. 

 

Fonte: Elaborada pela autora. 
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Figura 24 - Voltamogramas cíclicos da estabilidade dos ITO’s modificados com (PAH/AF)3/BSA quando 

estocado nas soluções tampão PBS, PB, KCl e Tris-HCl. Na presença de [Fe(CN)6]
3-/4-

 em solução 

a) PBS, b) PB, c) KCl e d) NaNO3, com uma janela de potencial aplicado de -0,6 a 1,1 V em 5 ciclos 

e v = 100 mV s
-1

. 

 

Fonte: Elaborado pela autora. 
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No caso das medidas de impedância eletroquímica, a Figura 25 mostra os diagramas de 

Nyquist para os eletrodos modificados com os filmes estocados nas respectivas soluções tampão. 

Do mesmo modo, os diagramas para os filmes com BSA são apresentados na Figura 26. A 

concordância entre as técnicas de voltametria cíclica e impedância eletroquímica é observada 

pela imobilização da proteína BSA na superfície do eletrodo, que aumenta o valor de Rtc, ou 

diminui a corrente de pico nas análises de voltametria cíclica. 
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Figura 25 - Diagrama de Nyquist da estabilidade dos ITO’s modificados com (PAH/AF)3 quando estocados nas 

soluções tampão PBS, PB, KCl e Tris-HCl.  

Fonte: Elaborado pela autora. 
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Figura 26 - Diagrama de Nyquist da estabilidade dos ITO’s modificados com (PAH/AF)3/BSA quando estocados 

nas soluções tampão PBS, PB, KCl e Tris-HCl.  

Fonte: Elaborada pela autora. 
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As medidas de voltametria cíclica e impedância eletroquímica dos eletrodos estocados e 

medidos em soluções tampão PBS e PB, apresentam uma instabilidade, diminuindo o pico de 

corrente com o tempo (no caso da voltametria cíclica), e aumentando a resistência na superfície 

dos eletrodos (no caso da impedância eletroquímica). Este comportamento pode ser explicado 

pela presença do fosfato no tampão, que pode afetar a estabilidade da molécula do ácido fólico, 

conforme sugere o estudo de Arcot e Shrestha .
99

 Comportamento semelhante é observado 

quando o eletrodo é estocado e medido em solução de KCl. Neste caso, o motivo para este 

comportamento é a presença dos íons Cl
-
 na solução, pois estes, além de ter uma forte 

tendência em formar complexos
100

 com íons metálicos de transição, no caso 𝐹𝑒3+ + 𝐶𝑙− ⇌

𝐹𝑒𝐶𝑙2+, podem ser adsorvidos na superfície do eletrodo,
101

 contribuindo ainda mais para a 

instabilidade do filme. No entanto, os eletrodos estocado em solução tampão Tris-HCl e 

medidos em solução NaNO3, apresentou um comportamento satisfatório, nas duas técnicas 

eletroquímicas, mostrando uma estabilidade favorável nas medidas de voltametria cíclica e 

impedância eletroquímica. 

 

5.1.5 Otimização do número de bicamadas do filme 

 

O estudo da otimização das bicamadas para os filmes PAH/AF, também foi realizado 

utilizando as técnicas de voltametria cíclica e impedância eletroquímica. Para isso, foram 

construídos filmes com 1, 3, 5, 7, 9 e 11 bicamadas, sendo que, para cada número de 

bicamadas foram utilizados eletrodos diferentes. A dinâmica do crescimento dos filmes, 

através da voltametria cíclica, é demonstrada pelos voltamogramas, na Figura 27a, onde a 

corrente no pico aumenta 31,25% quando o eletrodo é modificado com um número de 3 

bicamadas, isto é, de 176  para 231 , para o substrato de ITO limpo e modificado, 

respectivamente. Este comportamento é explicado pelo fato da molécula de ácido fólico, em 

pH 8,0, apresentar, em uma das suas extremidades, o grupo amina protonado (NH3
+). Desta 

forma, o par redox, [Fe (CN)6]
3-/4-

, presente na solução eletrolítica, por ter carga negativa, é 

atraído eletrostaticamente para a superfície do filme, gerando um maior fluxo de corrente na 

interface eletrodo-solução. A relação da corrente de oxidação em função do crescimento das 

bicamadas é mais perceptível, quando observado o gráfico da Figura 27b. 
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Figura 27 - a) Voltamogramas cíclicos das medidas do eletrodo limpo e do crescimento dos filmes (PAH/AF)n, 

em n = 1, 3, 5, 7, 9 e 11 bicamadas e b) o gráfico da variação percentual do pico de corrente anódica 

(Ipa (%)) em função do número de bicamadas do filme. Na presença de [Fe(CN)6]
3-/4-

 em solução 

aquosa de NaNO3, com uma janela de potencial aplicado de -0,6 a 1,1 V em 5 ciclos e v = 100 mV s
-

1
. 

Fonte: Elaborada pela autora. 
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Um leve aumento na corrente de oxidação é observado para o filme com 5 bicamadas, 

que pode estar relacionado com uma ligeira melhora da conformação do grupo amina NH3
+ na 

extremidade do filme, favorecendo uma maior interação eletrostática entre os íons [Fe(CN)6]
3-

/4-
 e NH3

+. No entanto, a partir da 7ª bicamada, nota-se, um decréscimo dos picos de oxidação 

tendendo a atingir valores de picos próximos ao do eletrodo limpo. Filmes LbL com muitas 

bicamadas apresentam maior espessura podendo tornar lenta a passagem de elétrons do 

eletrodo para a solução.
102-104

   

 

 

O crescimento das bicamadas dos filmes pode também ser avaliado pela técnica de 

impedância eletroquímica, na medida que a espessura do filme aumenta, maior será os valores 

para Rtc no diagrama de Nyquist. Esta relação do número de bicamadas com a resistência de 

transferência de carga é mostrada na Figura 28. 
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Figura 288 - a) Diagrama de Nyquist das medidas do ITO limpo e do crescimento dos filmes (PAH/AF)n, em n = 

1, 3, 5, 7, 9 e 11 bicamadas e b) o gráfico da variação percentual da resistência de transferência de 

carga (Rtc (%)) em função do número de bicamadas dos filmes.  

Fonte: Elaborada pela autora. 
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De acordo com o estudo da otimização do filme PAH/AF em relação ao número de 

bicamadas, o eletrodo mobilizado com 3 bicamadas apresentou um sinal de pico de oxidação 

expressivo em relação aos demais eletrodos, exceto para o de 5 bicamadas, que sofreu um 

leve acréscimo de 0,4 % na corrente do pico de oxidação, porém este acréscimo, comparado 

com a vantagem de desenvolver biossensores com 3 bicamadas, torna-o em desvantagem em 

relação ao consumo de um tempo na fabricação do biossensor. Neste sentido, filmes com 3 

bicamadas foram escolhidos para a atuação como biossensor para a detecção de célula HeLa. 

 

 

5.2 Caracterização do biossensor 

 

Depois de definidos os melhores parâmetros para a fabricação dos filmes 

automontados e otimizadas as condições das medidas de voltametria cíclica e impedância 

eletroquímica, foi realizada a caracterização eletroquímica do biossensor quanto à sua 

reprodutibilidade, estabilidade, repetibilidade e velocidade de varredura. 

5.2 1 Reprodutibilidade 

 

 Para garantir uma análise confiável, o biossensor em estudo foi avaliado quanto à sua 

reprodutibilidade na construção e detecção dos receptores de folato (40 nmol L
-1

) e de células 

HeLa (10
6
 células mL

-1
). As medidas de voltametria cíclica e impedância eletroquímica foram 

feitas em triplicata. Para a detecção, com o uso da técnica de voltametria cíclica, um 

voltamograma de cada uma das etapas de fabricação é mostrado na Figura 29. O valor da 

corrente média do pico de oxidação, como também o desvio padrão são apresentados na 

Tabela 3.  
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Figura 29 - Voltamogramas cíclicos referente ao estudo de reprodutibilidade utilizando a técnica de voltametria 

cíclica através da construção paralela de 3 biossensores em todas as etapas de imobilização. Na 

presença de [Fe(CN)6]
3-/4-

 em solução aquosa de NaNO3, com uma janela de potencial aplicado de -

0,6 a 1,1 V em 5 ciclos e v = 100 mV s
-1

. 

 

 

Fonte: Elaborada pela autora. 
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Tabela 3 - Estudo da reprodutibilidade na montagem dos biossensores utilizando a técnica de voltametria cíclica. 

Apresentação dos valores relativos à corrente média do pico de oxidação, desvio padrão e desvio 

padrão relativo percentual. 

  Ip (A)  

Etapas de imobilização Valor médio Desvio padrão (DP) 
Desvio padrão relativo 

percentual (%DPR)  

(PAH/AF)3 211 8 3,79 

(PAH/AF)3/BSA 194 6 3,09 

(PAH/AF)3/BSA/RF 157 4 2.55 

(PAH/AF)3/BSA/HeLa 154 6 3,89 

 

Fonte: Elaborado pela autora. 

 

 No caso da técnica de impedância eletroquímica, a reprodutibilidade dos biossensores 

em todas as etapas de imobilização, por meio do diagrama de Nyquist, é mostrada na Figura 

30 e os parâmetros relacionados ao estudo da reprodutibilidade são mostrados na Tabela 4. 
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Figura 300 - Diagrama de Nyquist referente ao estudo da reprodutibilidade dos biossensores em triplicata para 

todas as etapas de imobilização. 

Fonte: Elaborado pela autora. 

 

 

 
Tabela 4 - Estudo da reprodutibilidade na montagem dos biossensores utilizando as técnicas de impedância 

eletroquímica. Apresentação dos valores relativos à resistência média, desvio padrão e desvio padrão 

relativo percentual.  

 

  Rtc ()  

Etapas de imobilização Valor médio Desvio padrão (DP) 
Desvio padrão relativo 

percentual (%DPR) 

(PAH/AF)3 45 2 4,44 

(PAH/AF)3/BSA 59 1 1,69 

(PAH/AF)3/BSA/RF 178 2 1,12 

(PAH/AF)3/BSA/HeLa 533 10 1,87 

 

Fonte: Elaborada pela autora. 

 

Quanto menor for o %DPR, menor será a diferença entre os valores das repetições, e 

consequentemente melhor o desempenho do biossensor. Já o valor do Desvio padrão mostra 

quão próximo os valores das repetições estão do valor médio. 
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De acordo com as informações nas Tabelas 3 e 4, os valores de %DPR foram 

inferiores a 5%, o que indica que os eletrodos modificados possuem boa reprodutibilidade
105

. 

Estudos como de Liu et. al, demonstraram um biossensor para detecção de célula HeLa
106

, 

baseado em filmes (Fc-PEI/SWNT)5/FA com %DPR de 2,8% (n = 5). Já Jiancong et. al, 

encontraram resultados semelhantes para a detecção de receptores de folato
107

. A vantagem do 

presente projeto de pesquisa é a simplicidade na fabricação do biossensor baseado na 

plataforma LbL de (PAH/AF)3. 

 

5.2.2 Estabilidade 

 

 Para o estudo da estabilidade do biossensor foram realizados 10 ciclos sucessivos em 

medidas de voltametria cíclica com a célula HeLa imobilizada na concentração de 10
6
 células 

mL
-1

. O voltamograma contendo 10 ciclos sucessivos é mostrado na Figura 31. Foi observado 

que a variação do pico de oxidação durante os ciclos sucessivos teve uma máxima variação de 

3,9%, alcançando uma estabilidade com 5 ciclos. Esses resultados provam que o sistema é 

estável e estão de acordo com a estabilidade encontrada em outros biossensores 

eletroquímicos.
108
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Figura 311 - Voltamograma cíclico da estabilidade do biossensor na detecção de célula HeLa (10

6
 células mL

-1
) 

contendo de 1 a 10 ciclos. Na presença de [Fe(CN)6]
3-/4-

 em solução aquosa de NaNO3, com uma 

janela de potencial aplicado de -0,6 a 1,1 V e v = 100 mV s
-1

. 

 

 

Fonte: Elaborada pela autora. 

5.2.3 Repetibilidade 

 

Para o estudo da repetibilidade foram utilizados 3 eletrodos diferentes modificados 

com (PAH/AF)3/BSA/HeLa (10
6
 células mL

-1
) e realizado 10 medidas de voltametria cíclica 

em sequência em cada eletrodo. O número de ciclo para cada medida foi de 5 ciclos em uma 

janela de potencial de -0,6 a 1,1 V. Os resultados estão indicados na Figura 32. O desvio 

padrão relativo calculado foi de 1,72%, estando abaixo dos 4%, indicando uma boa 

repetibilidade do biossensor.
109

 



79 
 

 
 

0 2 4 6 8 10

140

142

144

146

148

150

152

154

156

158

160

 

 

 
C

o
rr

en
te

 (


A
)

Medidas

 
Figura 322 - Gráfico da corrente em função das medidas sucessivas de voltametria cíclica para o biossensor 

imobilizado com a célula HeLa (10
6
 células mL

-1
). 

Fonte: Elaborada pela autora. 

 

5.2.4 Velocidade de varredura 

 

A velocidade de varredura é um fator importante a ser definido, uma vez que a 

duração de uma varredura fornece tempo suficiente para permitir que a reação química ocorra, 

assim favorecendo a transferência de carga na superfície do eletrodo. Para este estudo, 

diferentes velocidades de varredura foram realizadas, com a técnica de voltametria cíclica 

para o biossensor após este ser imobilizado com as células HeLa (10
6
 células mL

-1
). Os 

resultados dos voltamogramas para diferentes velocidades de varredura podem ser observados 

na Figura 33. A corrente de pico cresce linearmente com a velocidade de varredura. Esta 

relação é um indicativo de que o mecanismo principal de transporte de massa dos íons no 

interior da solução até a superfície do eletrodo é realizado por difusão.
110
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Figura 33 – Voltamograma cíclico do biossensor (PAH/AF)3/BSA/HeLa (10

6
 células mL

-1
) para diferentes 

velocidades de varredura (20, 30, 50 e 100 mVs
-1

). Na presença de [Fe(CN)6]
3-/4-

 em solução aquosa 

de NaNO3, com uma janela de potencial aplicado de -0,6 a 1,1 V em 5 ciclos. 

 

 

Fonte: Elaborada pela autora 

 

 

Observa-se no gráfico da Figura 33 que a reação é reversível, pois o crescimento dos 

picos varia linearmente com a raiz quadrada das velocidades de varredura, estando de acordo 

com a equação 1, a razão da corrente de pico anódica e catódica é aproximadamente 1, 

independente da velocidade de varredura e a separação entre os potencial de pico (Epa – Epc) é 

igual para todas as velocidades. A velocidade que apresentou um melhor perfil voltamétrico 

foi a de 100 mV s
-1

. 
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5.3 Detecção Eletroquímica  

 

5.3.1 Detecção dos receptores de folato  

 

A detecção dos receptores de folato ocorreu na superfície dos eletrodos modificados 

com o filme (PAH/AF)3 em concentrações variando entre 10 e 40 nmol mL
-1

. Para os 

biossensores baseados na técnica de espectroscopia de impedância eletroquímica obteve-se os 

diagramas de Nyquist, como apresentados na Figura 34, onde observa-se um aumento da 

resistência na superfície do biossensor para maiores concentrações de receptores de folato. 

 A curva de calibração mostrada no encarte da Figura 34 foi obtida por meio da 

regressão linear do gráfico Rtc (%) vs receptores de folato (nmol mL
-1

) com o coeficiente de 

determinação (R
2
) de 0,99. O limite de detecção (LD) calculado foi de 10 nmol L

-1
, sendo três 

vezes o desvio padrão do branco dividido pelo coeficiente angular da reta. Este 

comportamento linear, já esperado, pode ser explicado pelo fato dos receptores de folato se 

ligar com o ácido fólico formando uma camada isolante na superfície do eletrodo
48

, assim, 

quanto maior o número de receptores de folato imobilizado ao filme, maior o bloqueio destes 

aos íons Ferricianeto/Ferrocianeto de potássio.
64
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Figura 34 - Resposta do biossensor em relação a diferentes concentrações de receptores de folato (RF) (10, 20, 

30 e 40 nmol L
-1

) na forma de diagrama de Nyquist. 

Fonte: Elaborada pela autora. 
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A curva de calibração também foi realizada através da técnica de voltametria cíclica, 

apresentada na Figura 35. Neste caso, monitorou-se a relação entre a corrente do pico de 

oxidação de [Fe(CN)6]
3-/4- e a concentração do receptor de folato. Assim, com o aumento da 

resistência da superfície do biossensor, há uma diminuição deste pico de 204,2 A à 173,8 

A. Os biossensores, através da técnica de voltametria cíclica, apresentaram uma resposta 

linear, no intervalo de concentração 10 a 40 nmol L
-1

 de receptores de folato, com R
2
 igual a 

0,96. O limite de detecção calculado foi de 10 nmol L
-1

. 
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Figura 345 - Resposta do biossensor em relação a diferentes concentrações de receptores de folato (10, 20, 30 e 

40 nmol L-1) na forma de voltamograma cíclico. Na presença de [Fe(CN)6]
3-/4-

 em solução aquosa 

de NaNO3, com uma janela de potencial aplicado de -0,6 a 1,1 V em 5 ciclos e v = 100 mV s
-1

. 

 

Fonte: Elaborada pela autora. 
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5.3.2 Detecção da célula HeLa  

 

Os diagramas de Nyquist e os voltamogramas cíclicos para a detecção de diferentes 

concentrações de células HeLa são mostrados na Figura 36 e 37 respectivamente. E as curvas 

de calibração podem ser vistas no encarte destas Figuras.  

A curva de calibração da espectroscopia de impedância eletroquímica apresentou um 

comportamento semelhante aos receptores de folato, com uma linearidade do Rtc (%) em 

função da concentração da célula HeLa (entre 50 a 10
6
 células mL

-1
), com R

2
 de 0,99 e um 

limite de detecção de 50 células mL
-1

. Devido à grande quantidade de receptores de folato na 

superfície da célula HeLa, elas aderem, em grande número, na superfície do eletrodo.  
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Figura 356 – Resposta do biossensor em diferentes concentrações de célula HeLa (50, 10

2
, 10

3
, 10

4
, 10

5
 e 10

6
 

células mL
-1

) na forma de diagrama de Nyquist.  

Fonte: Elaborada pela autora. 

 

Através da técnica de voltametria cíclica, também se obteve a curva de calibração para 

a detecção de células HeLa nas concentrações entre 50 e 10
6
 células por mL

-1
, como mostra a 

Figura 37. É notado no voltamograma cíclico uma diminuição do pico de oxidação de 193,0 

A a 122,4 A para as células HeLa.  
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Figura 37 - Resposta do biossensor em diferentes concentrações de célula HeLa (50, 10

2
, 10

3
, 10

4
, 10

5
 e 10

6
 

células mL
-1

) na forma de voltamograma cíclico. Na presença de [Fe(CN)6]
3-/4-

 em solução aquosa de 

NaNO3, com uma janela de potencial aplicado de -0,6 a 1,1 V em 5 ciclos e v = 100 mV s
-1

. 

 

Fonte: Elaborada pela autora. 

 

A curva de calibração do gráfico Ipa (%) em função da concentração da célula HeLa, 

apresentou o R
2 

igual a 0,96 e limite de detecção de 50 células mL
-1

. As técnicas de 

voltametria cíclica e impedância eletroquímica são técnicas complementares das informações 

sobre o efeito na transferência de elétrons entre os íons [Fe(CN)6] 
3-/4-

 e a superfície do 

eletrodo. No entanto a curva de calibração de Ipa (%) em função das concentrações dos 

receptores de folato e da célula HeLa mostrou valores de R
2
 (0,96) inferior ao valor de R

2
 

(0,99) da curva de calibração de Rtc (%) em função das mesmas concentrações de receptores 

de folato e de célula HeLa. Resultado semelhante é observado nos estudos de Peteli et. al. os 

quais desenvolveram um biossensor para a detecção de célula HeLa baseado na plataforma 

GCPE/AuNp/Cys/Glu/PAMAM/FA com valores de R
2 

= 0,96 (n = 3) para a curva de 

calibração de Ipa (%) em função das concentrações de 10
2
 a 10

6
 células mL

-1
. Por outro lado, 

Zheng et. al. desenvolveram um biossensor eletroquímico, também para detecção de célula 

HeLa, baseado na plataforma ITO/CNTs@PDA/AF/BSA com os valores de Rtc(%) 

proporcional a concentração de 5∙10
2
 a 5∙10

6 
 células mL

-1
 com R

2 
= 0.99 (n = 3). Estes 

resultados podem mostrar que a técnica de espectroscopia de impedância eletroquímica é mais 
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sensível (apresentando uma melhor linearidade na curva de calibração) comparada com a 

voltametria cíclica para estudar as propriedades de interface dos biossensores.
111 

 Biossensores eletroquímicos baseados na espectroscopia de impedância eletroquímica 

têm atraído muita atenção, apresentando alta sensibilidade para monitorar a variação da 

impedância do biossensor durante os procedimentos de modificação da sua superfície.  

5.4 Estudo da seletividade  

 

5.4.1 Célula HMEC 

 

Para avaliar a seletividade do biossensor para células cancerígenas que 

superexpressam receptores de folato, o biossensor foi testado com a HMEC (células epiteliais 

normais de mama) a qual apresenta um baixo nível de receptores de folato em comparação 

com a célula HeLa.
112

 Os resultados da espectroscopia de impedância eletroquímica, para as 

células HMEC, nas concentrações 50, 10
2
, 10

3
, 10

4
, 10

5
 e 10

6
 células mL

-1
, são demonstrados 

na Figura 38. 
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Figura 36 - Resposta do biossensor em diferentes concentrações da célula HMEC (50, 10

2
, 10

3
, 10

4
, 10

5
 e 10

6
 

células mL
-1

) na forma de diagrama de Nyquist. 

 

Fonte: Elaborada pela autora 
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Observa-se na Figura 38 que o diâmetro do semi-círculo aumenta de 60 a 80 

biossensor sem e com HMEC (10
6
 células mL

-1
), respectivamente. Este comportamento 

pode ser explicado por um pequeno número de células fixas ligadas não especificamente na 

superfície do eletrodo.
5
 

A curva de calibração do gráfico Rtc (%) em função da concentração da célula 

HMEC (entre 50 a 10
6
 células mL

-1
), com R

2
 igual 0,6, demostra que o biossensor não 

apresentou uma alteração significativa, comparado quando imobilizado com as células 

cancerosa, provando que o biossensor desenvolvido é seletivo para a detecção da célula HeLa. 

A célula HMEC também foi testada com a técnica de voltametria cíclica, obtendo um 

voltamograma cíclico, na Figura 39, para as concentrações 50 a 10
6
 células mL

-1
. De acordo 

com a técnica de espectroscopia de impedância eletroquímica, a voltametria cíclica também 

apresentou uma leve alteração pico de oxidação de190 A a 179 A, para o eletrodo sem e 

com a célula HMEC (10
6
 células mL

-1
). O intervalo linear para detecção da célula HMEC foi 

obtido entre 50 e 10
6
 células mL

-1
, com R

2
 igual a 0,23. 

 

-0,8 -0,6 -0,4 -0,2 0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2

-200

-150

-100

-50

0

50

100

150

200

10
1

10
2

10
3

10
4

10
5

10
6

2,0

2,5

3,0

3,5

4,0

4,5

5,0

5,5

6,0

E/V vs. Ag/AgCl 

C
o

rr
en

te
 (


A
)

 

 

 (PAH/AF)
3
/BSA

 (PAH/AF)
3
/BSA/HMEC (50 células mL

-1
)

 (PAH/AF)
3
/BSA/HMEC (10

2
 células mL

-1
)

 (PAH/AF)
3
/BSA/HMEC (10

3
 células mL

-1
)

 (PAH/AF)
3
/BSA/HMEC (10

4
 células mL

-1
)

 (PAH/AF)
3
/BSA/HMEC (10

5
 células mL

-1
)

 (PAH/AF)
3
/BSA/HMEC (10

6
 células mL

-1
)

 

 

 

HMEC (Células mL
-1
)


I p

a
(%

)

 
Figura 37 - Resposta do biossensor em diferentes concentrações de célula HMEC (50, 10

2
, 10

3
, 10

4
, 10

5
 e 10

6
 

células mL
-1

) na forma de voltamograma cíclico. Na presença de [Fe(CN)6]
3-/4-

 em solução aquosa 

de NaNO3, com uma janela de potencial aplicado de -0,6 a 1,1 V em 5 ciclos e v = 100 mV s
-1

. 

 

 

Fonte: Elaborada pela autora. 
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5.4.2 Filme PAH/PAA 

 

Além do estudo da seletividade do biossensor quanto à célula, foi avaliado a sua 

especificidade quanto à molécula de reconhecimento. Este estudo é importante para mostrar 

que, a interação do presente biossensor com a célula HeLa ocorre somente com a interação 

entre receptor de folato e a molécula de ácido fólico. Para este estudo, utilizou-se o polímero 

poli(ácido acrílico) - PAA, para a construção do novo biossensor com o filme (PAH/PAA)3. A 

partir da técnica de espectroscopia de impedância eletroquímica, foi obtido o diagrama de 

Nyquist na Figura 40 e pela técnica de voltametria cíclica, foi obtido o voltamograma cíclico, 

como é mostrado na Figura 41. Para o biossensor, quando modificado com uma outra 

molécula, no caso polímero PAA, observa-se que o pico de oxidação na voltametria e Rtc na 

impedância não sofrem alterações significativa, comparadas com as medidas realizadas nos 

biossensores com o filme (PAH/AF)3. 
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Figura 380 - Diagrama de Nyquist do estudo da seletividade quanto ao material de bio-reconhecimento do 

biossensor com o filme: (PAH/PAA)3/BSA e com a célula HeLa: (PAH/PAA)3/BSA/HeLa (10
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).  

 

Fonte: Elaborada pela autora 
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Figura 391 - Voltamogramas cíclicos do estudo da seletividade quanto ao material de bio-reconhecimento do 

biossensor com o filme: (PAH/PAA)3/BSA e com a célula HeLa: (PAH/PAA)3/BSA/HeLa (10
6
 

células mL
-1

). Na presença de [Fe(CN)6]
3-/4-

 em solução aquosa de NaNO3, com uma janela de 

potencial aplicado de -0,6 a 1,1 V em 5 ciclos e v = 100 mV s
-1

. 

 

Fonte: Elaborada pela autora.  
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6 CONCLUSÃO 

 

O presente projeto de pesquisa demonstrou que os filmes automontados, constituídos 

de PAH e ácido fólico pela técnica layer-by-layer, podem ser utilizados em biossensores para 

detectar células cancerosa que apresentam um alto nível de receptores de folato na sua 

superfície. Também, como resultado, o biossensor demonstrou que a detecção é específica 

quando a molécula de reconhecimento é o ácido fólico, comparado com um biossensor 

imobilizado com o filme PAH/PAA.  

Os resultados das detecções dos biossensores para receptores de folato e célula HeLa, 

através das duas técnicas de espectroscopia de impedância eletroquímica e voltametria cíclica, 

foram bastante satisfatórios e concordantes, demonstrado pelo aumento do Rtc e diminuição 

do pico de oxidação da prova redox. O biossensor em estudo mostrou-se seletivo a célula 

HeLa e ao filme contendo ácido fólico.  

No entanto, a melhor resposta aos parâmetros de detecção foi obtida através da técnica 

de espectroscopia de impedância eletroquímica, onde apresentou uma boa linearidade para os 

receptores de folato (R
2
 = 0,99) e para a célula HeLa (R

2 
= 0,99) nas faixas de 10 a 40 nmol 

mL
-1

 e 50 a 10
6
 células mL

-1
, respectivamente, com o limite de detecção de 10 nmol mL

-1
 para 

receptores de folato e 50 células mL
-1

 para HeLa.  

O Desvio padrão relativo percentual dos resultados de detecção foi de 1,95 % (para 

n=3), indicando que o ITO modificado com (PAH/AF)3/BSA/HeLa apresenta uma boa 

reprodutibilidade e estabilidade. Assim, em comparação com outras técnicas de imobilização, 

a técnica de layer-by-layer, usada na presente pesquisa, mostrou ser de fácil e rápida 

montagem, além de baixo custo. 

 Do ponto de vista de portabilidade de aplicação, no futuro, a miniaturização dos 

eletrodos é certamente interessante por trata de um método analítico simples, que permite a 

análise remota, além de fazer uso de poucas quantidades de amostra. 
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