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Resumo

Areas médicas, farmacéuticas e alimentares tém investido cada vez mais no
desenvolvimento de sensores para detecgao de glicose, visando distintas aplicagdes como
medigdo de glicose no sangue humano e monitoramento de cultivos celulares. No
desenvolvimento destes sensores, o método de deteccdo mais empregado e que possui
inUmeras vantagens é através do uso da enzima glicose oxidase, que reage
especificamente com a glicose. O polipirrol € uma 6tima escolha para matriz polimérica
onde a enzima pode ser imobilizada por encapsulamento durante a eletropolimerizagao,
técnica simples e de facil controle. Neste trabalho, foi desenvolvido um biossensor
eletroquimico para detecgao de glicose a partir da enzima glicose oxidase que, ao reagir
com a glicose, gera perdxido de hidrogénio que é oxidado na superficie de um eletrodo de
platina. O eletrodo de platina foi modificado com a enzima e o polipirrol por
eletropolimerizacdo. Verificou-se que eletrodos de carbono vitreo ndo possuem
superficie catalitica para oxidar/detectar o perdxido de hidrogénio e que a presenca de
filme polimérico sobre o eletrodo de platina desloca a regidao de potencial 6tima para
deteccdo do peroxido de hidrogénio (a partir de 700 mV) quando comparado com o
eletrodo de platina ndo modificado (a partir de 350 mV). A regido de potencial de
eletropolimerizagdo do pirrol ocorre a partir de 650 mV. A detecgao de glicose sé foi
possivel com um pré-tratamento adequado do eletrodo e com a sobre-oxidacdo do filme
de polipirrol. Observou-se que diversos resultados obtidos se devem a pequena espessura
do filme polimérico que permite a detecgao das espécies sem impor barreira difusiva
significativa. Foram realizadas analises de imagens MEV, testes de difusdao de perdxido e
testes de difusao de glicose. Além disso, a analise cinética por Michaelis-Menten permitiu
obter os parametros Km e Imsx (13,65 mM e 0,70 YA, respectivamente). As analises dos
espectros de infra-vermelho, apesar de nao permitirem inferir a presenga de enzima no
filme de polipirrol, serviram para caracterizar os compostos através da verificagao da
presenca dos grupos funcionais. Durante a deteccdo de glicose, obteve-se desvio padrao
baixo entre as medicbes (2,9 %) e um tempo de resposta maximo de 80 segundos.
Obteve-se um biossensor estdvel (92 % de atividade apds 12 dias) e reprodutivel (desvio
padrdo de 4,95 %) através do uso de uma metodologia simples onde polimerizacdo e
imobilizagao enzimatica ocorrem em uma unica etapa. Os intervalos lineares de detecgao
foram de 0 a 3 mM (R?2=0,996) e de 0 a 7 mM (R%? = 0,982). A sensibilidade do sensor foi
calculada para os dois intervalos: 0,490 e 0,384 pA.mM*.cm?; o mesmo foi feito para o
limite de deteccdo: 0,23 e 0,29 mM.

Palavras-chave: biossensor, detecgdo de glicose, glicose oxidase, polipirrol.
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1 Introdugao

O mercado mundial de biossensores foi avaliado em 8 bilhdes de ddlares em 2005 por
Newman e Turner. Desse total, 85 % se referiam a biossensores para glicose.

Um dos principais motivos para essa quantia elevada é a desordem na regulagao de
glicose no organismo humano. A diabetes afetava 171 milhGes de pessoas em 2000 e
prevé-se que em 2030 esse numero seja de 366 milhdes. Dessa forma, inUmeros e
significativos investimentos tém sido feitos nas ultimas décadas no tratamento e no
diagnodstico dessa doenga. No entanto, apesar do uso nesta drea especifica da saude
constituir a principal aplicagdao dos sensores de glicose, eles tém aplicagdo em muitas
outras areas. Por exemplo, em cultivos celulares, a concentracdo de glicose ¢ uma das
variaveis mais importantes a se monitorar. Nas dreas alimenticias e farmacéuticas,
sensores para detecgao de glicose também encontram aplicagdes em potencial. Na
engenharia de tecidos, a glicose é o principal metabdlito responsavel pelo crescimento e
pela viabilidade celular, de modo que a disponibilidade de sensores adequados torna-se
uma ferramenta fundamental para a geragao dos dados experimentais necessarios para
desenvolvimento e validagao de modelos matematicos para o processo.

Ha varios métodos de detecgdo de glicose, conforme descrevem Steiner et al. (2011):
através de enzimas especificas que ao interagir com a glicose tem seu espectro de
absorcdo/fluorescéncia modificado; por medigdes do consumo ou formacdo de certos
metabdlitos causados por algumas enzimas, principalmente a glicose oxidase; pela
modificagdo nas propriedades dpticas de acidos borénicos em contato com glicose; pela
afinidade do analito com a proteina concanavalina A; por proteinas e apoenzimas ligantes
a glicose.

Dentre os diversos métodos, o que se utiliza da enzima glicose oxidase é um dos mais
pesquisados nas Ultimas décadas (Wu et al.,, 2011), sendo que todos os sensores
comerciais atuais fazem uso da mesma (Steiner et al., 2011). A glicose oxidase possui
vantagens na sua aplicagdo em sensores: as reagdes com glicose sdo totalmente
reversiveis, o processo é relativamente simples (ndo exige modificagdo da enzima), possui
boa estabilidade e é especifica para detecgao de glicose.

A reagdo entre enzima e glicose gera perdxido de hidrogénio e consome oxigénio, 0s
guais podem ser detectados por meio dpticos ou eletroquimicos. De acordo com Baraton
(2007), os biossensores mais utilizados e de maior valor sdo os eletroquimicos.

A enzima deve ser imobilizada para que atue de forma estdvel, ja que enzimas livres
apresentam tempo de vida extremamente curto. O encapsulamento da enzima durante a
eletropolimerizagdo de uma matriz polimérica é uma das formas mais simples de
imobilizagao e permite um étimo controle do processo. O polipirrol é um 6timo candidato
por suas propriedades condutoras e biocompativeis (George et al., 2005).

Dessa forma, os objetivos principais deste trabalho foram: i) estudar as diferentes
técnicas propostas na literatura para a producdao de biossensores eletroquimicos para
quantificacdo de glicose através da imobilizacdo da enzima glicose oxidase; ii) selecionar,
dentre estas técnicas, uma que se utiliza da eletropolimerizagdo do pirrol e produzir a
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partir dela o referido sensor. Além disso, de modo a caracterizar e obter mais
informagdes sobre o sensor desenvolvido, a difusao das espécies envolvidas foi avaliada
qualitativamente e se analisou a cinética da reagao enzimatica. Parte dos mecanismos e
processos existentes durante a detecgdo de glicose foram brevemente estudados.
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2 Conceitos Fundamentais e Revisao Bibliografica

Neste capitulo sera apresentada uma revisdao da literatura contemplando alguns
conceitos e teorias importantes para o entendimento deste estudo: técnicas
eletroanaliticas, a detec¢do de perdxido de hidrogénio e algumas peculiaridades da
superficie catalitica da platina, a enzima glicose oxidase e sua imobilizagao e o polipirrol -
substrato da imobilizagdo enzimatica. Além disso, sdao descritos trabalhos envolvendo
detecgao de glicose com a enzima glicose oxidase e, mais especificamente, os que se
utilizam da glicose oxidase imobilizada em polipirrol.

2.1 Técnicas eletroanaliticas

Foram utilizadas trés diferentes técnicas durante esse estudo e o método
galvanostatico foi utilizado em estudos da literatura que se encontram nessa revisao.
Abaixo seguem breves definicdes destas técnicas.

e Voltametria ciclica: controla-se o potencial em uma varredura ciclica realizada
a velocidade constante. Obtém-se um voltamograma ciclico, onde a corrente é
dada em funcdo do potencial (Khudaish, 1999);

e \Voltametria de pulso diferencial: impde-se um pulso periddico de potencial em
uma varredura linear e duas medicdes de correntes sdo feitas de modo
alternado, uma antes e outra apds o pulso. A diferenca na corrente é
registrada em fungao do potencial. A vantagem deste tipo de voltametria é sua
maior sensibilidade (Skoog, 2013);

e Amperometria: aplica-se um potencial fixo e monitora-se a corrente em
funcdo do tempo (Skoog, 2013);

e Método galvanostatico: aplica-se uma corrente fixa e monitora-se o potencial
em func¢do do tempo (Skoog, 2013).

2.2 Detec¢do de H20, com eletrodos de platina

O uso de eletrodos nao modificados nao é adequado para aplicagdes analiticas na
deteccdo de espécies, principalmente devido a comportamentos nao reprodutiveis e alta
dependéncia do pré-tratamento. Ainda assim, é importante estudar os mecanismos de
deteccdo envolvidos (Khudaish, 1999).

O peréxido de hidrogénio é oxidado na superficie do eletrodo de acordo com a
seguinte reacao irreversivel:

H>0, —» 02+ 2H* + 2e

Segundo Khudaish (1999), essa reagdo engloba diversas etapas intermedidrias e pode
ocorrer em diferentes sitios ativos da platina, i.e., em diferentes planos da superficie
cristalina. Bockris e Khan (1993) discutem o efeito destas superficies que podem, por
exemplo, dar formatos diferentes as curvas de voltamogramas, deslocar o potencial de
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deteccdo e influenciar a taxa de reacdo eletrocatalitica. Dessa forma, a oxidacdo do
perdxido pode se desenvolver em um amplo intervalo de potenciais.

A eletroxidacdo de certas espécies na superficie de eletrodos de platina tem uma
menor barreira cinética quando o filme de éxido esta presente e a maior parte das
reagdes de transferéncia de elétrons ocorre sobre esse filme. Além disso, essas espécies
podem utilizar o oxigénio proveniente do filme formado. Portanto, normalmente,
prefere-se a utilizacdo de potenciais proximos aos de formacdao desses Oxidos para a
deteccdo de certas rea¢Oes de oxidacdo (Khudaish, 1999).

De acordo com Conway e Gottesfeld (1972), a formacdo de éxidos na superficie do
eletrodo de platina inicia em 750 mV (ECS) através da deposicdo de hidroxila, conforme as
seguintes reagdes:

Pt + H,0 = PtOH+ H* + e
PtOH — PtO + H* + e

A partir de 800 mV inicia a adsor¢do de oxigénio molecular. Apds 900 mV essa camada
de oxidos se torna muito estavel e reduz a atividade eletrocatalitica do eletrodo; Sitta et
al. (2013) relatam que quando a superficie é oxidada até 1200 mV, estruturas de 6xidos
mais irreversiveis sao formadas e ocorre desordem superficial. Quando a direcdo de
polarizacdo se inverte, em potenciais mais catédicos (em torno de 700 mV), a superficie
de 6xidos se reduz gradualmente (Conway e Gottesfeld, 1972).

Existem, na literatura, diversas metodologias para a formacdo dessa camada de éxido,
sendo a mais comum a realizacdo de voltametrias ciclicas em solugdo acida (Bockris e
Khan, 1993 e Khudaish, 1999).

2.3 Glicose oxidase

A enzima glicose oxidase (GOx) é uma proteina composta por duas subunidades
idénticas (homodimero) e por dois dinucledtidos de flavina adenina (FAD). Uma
representacdo esquematica da enzima pode ser vista na Figura 2.1.

homodimeros
FAD

Figura 2.1: Esquema da GOx. (Adaptado de Wong et al., 2008)

A GOx é extremamente especifica para B-D-glicose e, portanto, tem sido utilizada
prioritariamente na sua medicdo. A reacdo que ocorre pode ser vista abaixo. Percebe-se
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gue hd o consumo de oxigénio e a formacdo de perdxido de hidrogénio, os quais podem
ser quantificados por meio dpticos ou eletroquimicos, por exemplo.

Go
p-D-glicose + O2 = D-glucono-1,5-lactona + H202

Esta reagdo inclui as etapas oxidativa e redutora representadas na Figura 2.2. A GOx
catalisa a reagdo, oxidando a glicose e sendo, portanto, reduzida. De modo a retornar ao
seu estado original, a enzima necessita se oxidar reagindo com oxigénio.

OH _’,.U}l OH
Lﬂ]l

LY GO H H

OH H _— OH H =) ———— OH H COOH
HO H HO HO
H OH H OH H OH
ghicose glucono-=lactona Acido glucénico
Gy = FADH2 Gy - FAD

.
0, e - H,0,

Figura 2.2: Semi-reagdes entre glicose e glicose oxidase. (Adaptado de Bankar et al., 2009)

A atividade enzimdtica depende de inumeros fatores, sendo que os principais sao pH
e temperatura. As regides 6timas de pH e temperatura da GOx dependem da
proveniéncia da enzima. A maioria da GOx proveniente de fungos possui pH e
temperatura étimos entre 5 e 7 e 25 e 609C, respectivamente (Bankar et al., 2009).

2.4 Imobilizagdao enzimatica

A imobilizagao de enzimas fornece uma maior durabilidade da atividade enzimatica, ja
qgue fornece um ambiente estdvel e controlado. De acordo com Sheldon (2007), a
imobilizagao é a chave para otimizar o desempenho industrial da enzima. O pesquisador
ainda descreve os principais motivos para se realizar a imobilizagdo enzimatica como, por
exemplo: melhor manuseio, facil separagao do meio na qual se encontra inserida e maior
estabilidade.

Existem diversos tipos de imobilizagao: reticulagao, adsorgao, imobilizagdao covalente,
imobilizagao por afinidade e encapsulamento. O encapsulamento pode ser realizado em
diferentes substratos: sol-gel, pasta de carbono, filmes poliméricos, entre outros. A
imobilizagao da enzima por encapsulamento em filmes poliméricos normalmente ocorre
durante a reagdo de polimerizagdo do mondmero (Sassolas et al., 2012).

Conforme Sassolas et al., a eletropolimerizagdo é uma técnica bastante simples e
atrativa para uma imobilizagao controlada. Essa técnica consiste na aplicagdo de um
potencial ou corrente apropriado ao transdutor mergulhado em uma solugdo aquosa com
a enzima e o mondmero. Além disso, ocorre em uma Unica etapa, ndo envolve reacao
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guimica entre enzima e mondmero e permite um 6timo controle da espessura do filme e
da quantidade de enzima imobilizada.

2.5 Eletrodos modificados com GOx

A maioria dos sensores de glicose existentes comercialmente e que estdao sendo
pesquisados atualmente se baseiam no uso da GOx (Wu et al. e Steiner et al., 2011).
Existem ao menos trés geracdes destes sensores, conforme esquematizado na Figura 2.3.

A primeira geragao, de acordo com Wong et al. e Wang (2008), consiste na medi¢do
do peréxido de hidrogénio que é gerado ou de oxigénio que é consumido na reacdo
enzimatica. Esses analitos podem sofrer reacdes redox na superficie do eletrodo, gerando
um sinal que é quantificado e sua intensidade relacionada com a concentragao de glicose
presente em solucdo. Essa geracao de sensores comumente sofre pela presenca de
interferentes que possuem potencial de detecgdo similar aos destes analitos e pela
limitagdo de oxigénio dissolvido.

Nos sensores de segunda geracdo, sdo utilizados mediadores - como compostos de
ferroceno, nanotubos de carbono, entre outros - que realizam o transporte de elétrons.
Estes sensores apresentam menor intensidade dos problemas causados por interferentes.
Contudo, podem ndo ter uma boa acuracidade, pois o oxigénio normalmente participa da
reacdo, juntamente com o mediador (no caso do ferroceno) na oxidacdo da enzima. No
caso do uso de nanotubos de carbono, existe ainda a dependéncia e limitagdo de oxigénio
dissolvido.

A terceira geragdo possibilita a transferéncia de elétrons diretamente dos sitios ativos
da enzima para a superficie do eletrodo, com o uso de técnicas de imobilizacdo
enzimatica através das quais o centro redox da enzima se torna mais facilmente acessivel.
Segundo Wang (2008), poucos dos estudos que dizem desenvolver sensores de terceira
geracao mostram evidéncias suficientes que suportem esse fato. Por outro lado, alguns
autores consideram sensores nos quais ha um composto que facilita a transferéncia de
elétrons do sitio ativo da enzima para o eletrodo como sendo sensores de terceira
geragao, apesar de utilizarem mediadores.
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Figura 2.3: 3 geracBes de biossensores para glicose (Adaptado de Wang, J.; 2008)

2.5.1 Sensores de 19 gera¢do

Em um estudo realizado por Yang et al. (2002), desenvolveu-se um sensor
eletroquimico miniaturizado de platina. Em 2003, Chung et al. fabricaram um sensor
similar, com eletrodo de Pt-Ir modificado. Nestes trabalhos, a camada sensivel do sensor
foi depositada sobre o eletrodo por eletropolimerizacdo e é composta de duas partes,
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sendo que a GOx encontra-se entre elas. A parte interna seria responsavel por evitar
fouling e diminuir o efeito de interferentes e contaminantes. Ja a parte externa tem como
fungao diminuir a velocidade de difusao da glicose até a enzima, limitando a corrente
através da espessura deste filme, de modo a tornar o processo de difusdo governante e,
consequentemente, deixar o sensor menos dependente da atividade enzimatica.

Yang et al. (2002) estudaram o efeito do pH de duas solu¢Ges tampdo durante a
eletropolimerizagdo sobre a permeabilidade de interferentes especificos. As solugdes
tampdo empregadas foram as seguintes: tampdo de acetato (pH 5,6) e tampdo de fosfato
salino (pH 7,4). Seus resultados mostraram que a combinacdo de ambas solu¢des tampao
testadas trouxeram melhor desempenho. Dessa forma, utilizaram polifenilenodiamina
(PMPD) eletropolimerizada em duas etapas, com o uso de solu¢bes tampdo e pH
diferentes em cada uma delas. J4, Chung et al. (2003) usaram poliaminonaftaleno e PMPD
na camada seletiva e verificaram que seu sensor tinha interferéncia negligenciavel frente
aos contaminantes estudados.

Uma camada de revestimento externa foi elaborada com uso de Teflon e de
poliuretano, os quais apresentaram boa adesdo quando combinados e forneceram
estabilidade as medicdes. Além disso, o Teflon confere biocompatibilidade,
hidrofobicidade e estabilidade mecanica. Essa camada externa pode ainda auxiliar no
aumento da sensibilidade do sensor ao evitar a difusdo do perdxido de hidrogénio para o
meio e sua presenca parece ndao mitigar a seletividade da camada sensivel. (Yang et al.,
2002 e Chung et al., 2003)

Nanoparticulas de platina e nanotubos de carbono foram utilizados por Hrapovic et
al., em 2004, para modificar um microeletrodo de fibra de carbono, com o objetivo de
melhorar a afinidade pelo peréxido de hidrogénio e a transferéncia de elétrons. Para a
preparacdo dos eletrodos, uma solucdao de Nafion com nanotubos de carbono e
nanoparticulas de platina foi dispersa sobre os mesmos, seguidas da solugdao enzimatica.
Glutaraldeido foi usado para imobilizar a enzima por reticulacdo. A presenca de Nafion no
sensor auxiliou na diminuigdo dos efeitos causados pela presenga de interferentes.

Em 2009, um estudo publicado por Wang et al. também descreve um eletrodo de
carbono vitreo modificado com nanotubos de carbono e com enzimas imobilizadas da
mesma maneira. Os autores utilizaram a técnica de camada por camada (layer by layer)
de modo a recobrir o eletrodo com um filme composto de nanotubos de carbono (CNT),
particulas de ouro (AuNp) e quitosana (CS). As particulas de ouro combinadas com os
nanotubos de carbono melhoraram a atividade eletrocatalitica do sensor, aumentando a
sensibilidade e diminuindo o tempo de resposta e a quitosana contribuiu com sua
capacidade de adesdo, resisténcia mecanica e biocompatibilidade. A utilizagao de diversas
camadas CNT/CS/AuNp foi estudada e os melhores resultados de corrente foram obtidos
com o uso de 8 camadas sobrepostas.

2.5.2 Sensores de 29 e 39 gera¢do

Um eletrodo de carbono vitreo modificado foi fabricado por Zhang et al. (2011). Uma
solucdo de alcool polivinilico (PVA), nanotubos de carbono e GOx foi depositada sobre a
superficie do eletrodo. Apds seco, o eletrodo foi mergulhado em uma solucdo de HAuCl4
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de modo que as particulas de ouro se depositassem no sensor. Essas nanoparticulas
combinadas com os nanotubos facilitaram o transporte de elétrons diretamente da GOx
para o eletrodo e o PVA foi capaz de fornecer um ambiente biocompativel para as
enzimas.

Em 2013, Unnikrishnan et al. desenvolveram um eletrodo de carbono vitreo
modificado no qual a transferéncia de elétrons ocorre diretamente do sitio redox da
enzima. O eletrodo foi modificado em uma Unica etapa imobilizando GOx em o6xido de
grafeno reduzido eletroquimicamente. O sensor apresentou boa estabilidade atribuida a
biocompatibilidade do grafeno.

Yang et al. (2014) desenvolveram um sensor de carbono vitreo modificado com
quitosana e 6xido de titanio tetragonal em forma de nanobastdes. Ti e NH4Cl em forma
de p6 foram misturados, moidos e aquecidos em uma mufla. A mistura resultante foi
dispersa diretamente em uma solugao de quitosana e GOx foi adicionada. A suspensdo
final foi espalhada sobre a superficie do eletrodo. O composto de titanio possibilitou a
transferéncia direta de elétrons do sitio redox da enzima até a superficie do eletrodo;
além disso, demonstrou-se que esse composto em conjunto com a quitosana fornecem
um microambiente favoravel para a GOx.

A Tabela 2.1 apresenta um resumo de alguns resultados de desempenho obtidos
pelos autores da revisdo realizada acima.

Tabela 2.1: Resultados obtidos por diversos sensores com GOx

Limite de - " *
Tresposta 'Intervalo Deteccio Sen5|b|I_|1dadf32 DPB i DPR Estabilidade®*
(s) linear (mM) (mM) (LA.mM™.cm™) medi¢ces sensores
Yang et al.
(2002) 10 i i i i i i
Chung et al.
(2003) 1 0a30 - 0,39 - - -
Hrapovic et al. 0
(2004) 3 0,0005a5 0,0005 29,87 3,5 % (8) - -
W?;(g)oe;)“/' 6 0,006a5 0,003 - - 4,95% (6) 10 dias (81,3 %)
Zhang et al. R
(2011) 10 05a8 0,2 16,6 3,8%(10) 5,4%(5) 1 més
Unnikrishnan o o 20 dias (93,4 %)
et al. (2013) 5 0,1a27 1,85 49%(4) 3585%(5) L .- (81%)
Yang et al. o o 3 semanas (96 %)
(2014) 3 0,005a1,32 0,002 0,0232 38%(5)  54%(5) oo dices (95 %)

*DPR: desvio padrdo relativo, entre parénteses o nimero de medigdes ou sensores reproduzidos.
** entre parénteses a percentagem da resposta apds tempo de armazenamento ou nimero de medi¢des
em relagdo a resposta inicial do sensor.

Além dos trabalhos mencionados nesta se¢ao, abordando diversas matrizes utilizadas
na fabricagdo de eletrodos modificados com a GOx, também pode-se encontrar inUmeros
trabalhos nos quais se utiliza o polipirrol para imobilizagao enzimatica. Como este sera o
foco do trabalho, uma revisdo especifica sobre o tema é apresentada nas préximas
segoes.
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2.6 Polipirrol

O polipirrol (PPy) tem sido bastante utilizado na imobilizagdo de GOx para eletrodos
de glicose por diversos motivos, dentre os quais se destacam (Singh et al., 2009):

* Boa aderéncia do PPy ao material dos eletrodos;
* Possibilidade de insergdo de grupos funcionais;

* Facil controle das propriedades do filme polimérico alterando as condigdes da
eletropolimerizagao;

* O procedimento de imobilizagdo da enzima ocorre em uma Unica etapa e em
condicdes brandas e solugdes aquosas;

* Filmes de PPy sdo estaveis em condigdes ambientes.

2.6.1 Mecanismo de polimerizacdo

Primeiramente, é importante ressaltar a necessidade de haver um anion dopante na
solucdo de polimerizagao, para que o mesmo garanta a neutralidade elétrica do polimero
(Sadki et al., 2000).

Existem diversos mecanismos propostos para a polimerizagao do pirrol; contudo, aqui
serd descrito somente o Mecanismo Diaz, apresentado esquematicamente na Figura 2.4,
gue é um dos mais bem aceitos na literatura (Waltman e Bargon, 1986; Sadki et al., 2000;
Das et al., 2009). Segundo este mecanismo, inicialmente, o pirrol em solucdo é oxidado,
através da passagem de corrente pelo eletrodo de trabalho, doando elétrons (etapa 1).
Em seguida, ao menos 3 rotas sdo possiveis: caso o cation formado seja muito estavel, se
difundird para a solucdo e reagird para formar produtos sollveis de baixa massa
molecular; caso seja muito instavel, reagira proximo do eletrodo, com o solvente ou o
anion, formando também produtos sollveis de baixa massa molar; entre estes dois
extremos, o cation pode dar continuidade a polimerizagao ao formar dimeros.

A segunda etapa na polimerizacdo ocorre quando a forma ressonante mais estavel do
cation formado anteriormente se dimeriza. Na etapa 3, ocorre a estabilizagao do dimero
pela perda de dois prétons.

A etapa seguinte (etapa 4) consiste na oxidacdo do dimero estabilizado; dessa forma,
o elétron fica distribuido entre dois anéis e, portanto, o potencial para oxidar o dimero é
menor do que para oxidar o monOmero, i.e., essa forma oxidada é mais estavel e menos
reativa. Assim, a forma ressonante mais estavel desse cation reage com a forma
ressonante mais estavel de um mondmero catidnico, formando um trimero que
desprotona, neutralizando sua carga (etapa 5).

Na etapa 6, ocorre a eletroxidagao do trimero, formando um cation ressonante com
duas formas mais estdveis. A etapa 7 consiste na propagac¢ao da cadeia — durante a qual
0s anions sao incorporados — até a forma final do polimero.
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A eletropolimerizacdo ndo fornece PPy neutro, mas sim sua forma condutora oxidada
(com uma carga positiva a cada 3 ou 4 mon6émeros, balanceada por um anion dopante).

Segundo Singh et al. (2009), a formacdo do PPy envolve um passo de nucleacdo,
propagacdo e precipitacdo. A deposi¢cdo do polimero catidnico na superficie do eletrodo
ocorre apenas quando o seu tamanho ultrapassa o limite de solubilidade especifico do
polimero.

f - N

H
o v b o M N Etapa2

H
© B H
N I Q\\/\Nﬁ Etapa 3 |
H

. YA Y2 N
i ' _(\ H +e H H n
(A N -& \ N
) - Etapa 4
Q\U AW P
H H Etapa 7
8. Qb L
" # o+ s \N /N'\.ll/ /‘_‘N\7 H
W T O U AN A
N2 N2 A,
Etapa 5 \
N N
\’\N/xﬁ},}

Figura 2.4: Mecanismo Diaz de eletropolimerizagdo do pirrol (Adaptado de Sadki et al., 2000)

2.7 Eletrodos modificados com GOx imobilizada em PPy

Fortier et al., em 1990, publicaram um estudo no qual desenvolveram um sensor a
partir de um eletrodo de platina com GOx imobilizada em polipirrol. A imobilizacao da
enzima ocorreu durante a eletropolimerizagdo (aplicagdo de potencial fixo em 650 mV vs
ECS) do pirrol sobre o eletrodo. Os autores avaliaram a influéncia da concentracdo da
enzima e do pirrol, espessura do filme formado, pH e temperatura na resposta do sensor,
encontrando como melhores condi¢des: concentracdes de pirrol de 0,3 M e de GOx de
65U.mL1, pH 6 e temperatura de 40°C. Em relacdo a espessura do filme, os autores
utilizaram uma relacdo na qual 45mC.cm ? equivale a uma espessura de 0,1 um
(Holdcroft e Funt, 1988 apud Fortier et al., 1990) e determinaram a melhor espessura
como sendo 0,17 um (correspondente a 75 mC.cm™).

O uso de oxido de titanio mesoporoso como matriz para a deposi¢ao do polipirrol foi
estudado por Cosnier et al., em 1999. O interesse pelo TiO; se deve ao fato de que o
mesmo exibe afinidade eletrocatalitica pelo perdxido de hidrogénio. Eletrodos cobertos
com Oxido de estanho foram utilizados para modificagdo, isopropdxido de titanio foi
hidrolisado sobre esses eletrodos, seguido de sinterizacdo. A imobilizacdo da enzima foi
feita misturando-a em pirrol anfifilico e essa solucdo foi espalhada sobre os eletrodos
modificados. A polimerizagdao do pirrol ocorreu por eletrolise através de potencial
controlado. Como a glicose oxidase reage aerobiamente, as medi¢des de glicose foram
realizadas em uma solugdao de LiClO4, saturada com oxigénio. Estudou-se o efeito da
quantidade de enzima imobilizada, concluindo-se que com altas concentragdes da GOx
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parte do peroxido de hidrogénio gerado perto da superficie externa do polimero difunde
diretamente para o meio, sem chegar ao eletrodo; além disso, a concentracdo de
oxigénio dissolvido em solugao pode vir a ser um fator limitante quando ha alta
concentragdo da enzima. A espessura do filme de TiO, foi outro parametro estudado.
Comparagdes entre filmes com 4 e 8 um foram realizadas e os resultados mostraram que
o filme mais espesso apresentou maior sensibilidade, o que foi atribuido a afinidade do
oxido de titanio pelo perdxido de hidrogénio.

Brahim et al. (2002) imobilizaram polipirrol e GOx em polihidroxietil metacrilato
(PHEMA) — um polimero biocompativel que tem atraido grande interesse em dreas
médicas — modificando um eletrodo de platina. Apds aplicagdo da mistura
GOx/HEMA/pirrol sobre o eletrodo, a polimerizagdo do HEMA ocorreu pela irradiagdo de
UV. Em seguida, mergulhou-se o sensor em uma solugdo contendo pirrol para a
eletropolimerizagdo. Um agente reticulador, tetraetilenoglicol (TEGDA), também foi
utilizado na fabricagao do sensor. No estudo, foram encontrados os melhores valores
para a composicdo do mondmero, a massa da enzima, a espessura do filme, o pH e a
temperatura. Maiores cargas da enzima encapsulada resultaram em menores tempos de
resposta, com um &timo em torno de 1064 U.cm™. A espessura do filme polimérico
escolhida foi a menor testada, 120 um. A temperatura e o pH encontrados foram os
mesmos relatados em alguns estudos para a enzima livre, em torno de 372C e 6,0,
respectivamente; contudo, em valores de pH fisiolégicos (7,3), 90% da resposta é
mantida.

O efeito do pH na eletropolimerizagdo galvanostatica do pirrol foi estudado por Uang
e Chou (2003). GOx foi imobilizada em filmes de polipirrol formados durante a
polimerizagdo em um eletrodo de platina. Demonstrou-se que o pH afeta a espessura do
filme durante a deposigdo do pirrol e que em baixos valores de pH filmes mais espessos
eram formados, dificultando a difusao das espécies de interesse; além disso, a quantidade
de enzima imobilizada também é afetada pelo pH: em valores muito altos, uma pequena
quantidade de enzima foi encapsulada efetivamente. Dessa forma, notou-se que a
sensibilidade do sensor foi melhor em condigdes neutras.

Em 2006, Chen et al. propuseram o uso de dois eletrodos de trabalho com o propésito
de eliminar o efeito de interferentes. Assim, montaram uma célula eletroquimica com 4
eletrodos em sua configuracdo (dois eletrodos de trabalho de platina, eletrodo de
referéncia e contra-eletrodo). O filme de polipirrol foi formado sobre os eletrodos de
trabalho ao serem postos em solugdo contendo o mondmero e conectados a um
galvanostato para fornecer o potencial necessario. A imobilizagdo da enzima sobre um
dos eletrodos de trabalho ocorreu em duas etapas: o valor do potencial aplicado foi
estabelecido de forma a reduzir o filme de polipirrol continuamente por um dado periodo
de tempo para que, entdo, esse eletrodo fosse posto em uma solucao contendo a GOx, na
qual o valor de potencial usado serviu para oxidar o filme e imobilizar a enzima. Segundo
o estudo, esse eletrodo extra — composto pelo filme de polipirrol sem a enzima —
eliminou a interferéncia causada por outros compostos na solucdo, sendo que os autores
afirmam que interferéncias provenientes de compostos do plasma sanguineo também
podem ser eliminadas. A corrente catalitica proveniente apenas da GOx foi obtida pela
diferenga entre as correntes de resposta desse eletrodo e do eletrodo de trabalho
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contendo a GOx. A corrente de resposta aumenta com o aumento do pH até o valor de
5,5, quando comeca a decrescer, demonstrando que a imobilizacdo da enzima nao
alterou seu valor de pH 6timo quando comparada com a enzima livre.

Njagi e Andreescu (2007) desenvolveram um eletrodo de carbono vitreo com GOx e
nanoparticulas de ouro (AuNp) imobilizadas em polipirrol. A presenca de AuNp melhora a
atividade eletroquimica ao facilitar a transferéncia de elétrons. O encapsulamento da
enzima foi feito ao se colocar solu¢des de HAuCls e GOx sobre a superficie do eletrodo e,
em seguida, depositar pirrol; a polimerizagao ocorre facilmente na presenga de HAuCls,
nao havendo necessidade do uso de técnica eletroquimica nesta etapa. Os autores
estudaram a concentragao dos reagentes e o tempo de polimerizagao e verificaram que a
baixas concentragdes o recobrimento do eletrodo e o encapsulamento da enzima foram
ineficientes, enquanto que em concentragdes muito elevadas a resistividade do polimero
era alta a ponto de reduzir a sensibilidade do sensor; observaram também que tempos
baixos para a polimerizagao resultavam em um filme muito instavel e tempos elevados
causavam uma diminuicdo da resposta. Estudou-se também a quantidade de GOx e
percebeu-se que acima de um dado valor (1,2 IU) a sensibilidade diminuia, o que pode ter
sido causado pela saturagdao do polipirrol ou pela formagdo de um filme mais compacto e
menos permedvel ao substrato. Os autores comentam que essa quantidade de enzima é
muito menor do que a de outros estudos que utilizam a aplicacdo de potencial ou de
corrente para imobilizacdo da mesma e sugerem que nestes estudos grande parte das
enzimas poderia estar sofrendo inativagao devido ao uso de técnica eletroquimica na sua
imobilizacdo. Obtiveram alta estabilidade e, de acordo com os autores, essa estabilidade
obtida se deve a matriz de Au-PPy que evita a perda de enzimas e permite rapida difusao
do substrato e do produto.

Fang et al. (2012) estudaram a biocompatibilidade do composto quitosana-polipirrol
(CS-PPy) em um eletrodo de carbono vitreo. CS-PPy foi preparado dissolvendo CS em uma
solugdo aquosa de acido acético e FeCls com a adigdo posterior de pirrol. Essa amostra
passou por um equipamento de didlise para remogao dos ions de ferro e, apds solugdes
de aminopropiltrietéxisilano (APTES) e glutaraldeido serem depositadas sobre a superficie
do eletrodo, gotas do CS-PPy foram colocadas sobre o mesmo. A imobilizacdo da enzima
ocorreu misturando-a com glutaraldeido aquoso e depositando-os sobre o eletrodo
modificado. Segundo os autores, a combinagao CS-PPy melhora a transferéncia de
elétrons. Quantidades muito altas de PPy acabam diminuindo o desempenho do sensor,
provavelmente devido a falta de compatibilidade com as enzimas. No sistema em
questao, a biocompatibilidade é fornecida pela CS e o PPy contribui com a condutividade
do eletrodo. O estudo menciona também o fato de que a nanoestrutura fornecida pela
combinacdo CS-PPy proporciona um bom ambiente fisico para as enzimas. A resposta do
sensor frente a interferentes foi testada e verificou-se que nenhuma atividade foi obtida
para acido ascorbico e acido urico.

A partir dos estudos revisados nesta secdo, duas tabelas foram elaboradas. Valores de
potencial e de carga utilizados na eletropolimerizagao do pirrol, além dos valores de
potencial de detecgdo do analito encontram-se na Tabela 2.2. Na Tabela 2.3, foram
resumidos os principais dados de desempenho reportados pelos diferentes autores.
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Tabela 2.2: Potencial e carga de eletropolimerizagdo e potencial de detec¢do do analito utilizados em
diversos sensores com a GOx imobilizada em PPy

Potencial de Carga total na Potencial de
eletropolimerizagao eletropolimerizagdo detecgdo do analito

(mV) vs ECS* (mC.cm??) (mV) vs ECS*
Fortier et al. (1990) 650 75 700
Cosnier et al. (1999) 845 - -110
Brahim et al. (2002) 745 - 745
Uang e Chou (2003) - 100 745
Chen et al. (2006) 700 - 550
Njagi e Andreescu (2007) - - 745
Fang et al. (2012) - - 135

*ECS: eletrodo de calomelano saturado

Percebe-se, através da tabela acima, que o potencial para eletropolimerizagdo do
pirrol usado pelos autores variam de 650 a 845 mV. Além disso, o potencial de detecgao
do analito, peroxido de hidrogénio, normalmente se encontra proximo de 700 mV; alguns
potenciais mais baixos se devem a modificagdes realizadas nos eletrodos que possibilitam
a detecgao do analito em diferentes potenciais.

Tabela 2.3: Resultados obtidos por diversos sensores com GOx imobilizada em PPy

tresposta Intervalo  Limitede ¢ tuiiode  DPR* - DPR* -

linear Detecgao Estabilidade**

_1 _2 . ~
(s) (mM) (mM) (LA.mM™.cm™) medicdes sensores
Fortier et al. o 175 medicdes
(1990) i 10a75 i i 3,50% i durante 80 dias
Cos(r‘l';;;)t a-  95a10 - 0,018 - - 7 dias (70 %)
Bra(hz'cr;z);)t 9 40 005220 0025 1,900 - - 8 meses (70 %)
medigdes
Uar(‘gozg;‘ou 15 0a10 - 0,223 - 92 %*** (2)  periddicas por
14 dias (50 %)
Chen et al. o
(2006) - 0,005a20 - - 2,0% (3) - -
Njagi e medigdes
Andreescu 4 0,0025a5 0,002 15,33 - 1,36 % (3) periddicas por
(2007) 14 dias (60 %)
Fjg% fzt)a/‘ 5 05al47 00155 - 43%(3) 58%(5) 7 dias

*DPR: desvio padrdo relativo, entre parénteses o nimero de medigdes ou sensores reproduzidos.

** entre parénteses a percentagem da resposta apds tempo de armazenamento ou nimero de medi¢des
em relacdo a resposta inicial do sensor.

*** valor de reprodutibilidade.
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3 Materiais e Métodos

Neste capitulo sao descritos os materiais utilizados e a metodologia adotada no
presente trabalho. Todos os experimentos foram feitos a temperatura e a pressao
ambiente e na presenca de ar.

3.1 Materiais

Glicose oxidase, do Aspergillus niger, foi comprada da Sigma-Aldrich (tipo X-S,
referéncia G7141). Pirrol (99 %, Acros Organics) foi destilado previamente ao uso. Foram
adquiridos também: cloreto de potassio (99,5 %, Ecibra), perdxido de hidrogénio (35 %,
Neon), pasta de alumina (AP-Paste, Struers), dcido sulfurico (95-98 %, Synth), cloreto de
sodio (99,5 %, Merck), fosfato dissédico (P.A., Reagen), fosfato monopotdssico (99 %, Pro
Analysi).

3.1.1 Solu¢bes empregadas

Solugdes de glicose (0,10 M) foram preparadas com dgua deionizada e antes do uso
foram deixadas por pelo menos 24 h a temperatura ambiente para garantir a presenga da
B-D-glicose. Solucbes de perdxido de hidrogénio (0,10 M) e solugdes de acido sulfurico
(0,20 M) foram preparadas com agua deionizada. Solugdo tampdo de fosfato salino
(PBS, phosphate buffered saline) foi preparada dissolvendo 8,0 g de NaCl, 0,2 g de KCl,
1,44 g de Na;HPOs e 0,24 g de KH;POs em 1 L de dgua deionizada resultando em pH 7.

3.1.2 Eletrodos e Sistema Eletroquimico

Exceto quando indicado, foi utilizado como eletrodo de trabalho disco rotatério de
platina (d=3 mm). Eletrodo de platina e eletrodo de calomelano saturado (ECS) serviram
como eletrodo auxiliar e eletrodo de referéncia, respectivamente. Todos os potenciais no
presente trabalho sdao em relagao ao ECS.

Para os testes de difusdo, um rotor (da AUTOLAB) foi acoplado ao eletrodo de
trabalho. A aplicagao de potenciais e a leitura de correntes foram realizadas por um
potenciostato AUTOLAB PGSTAT 30/FRA 2 e registradas pelo software GPES (Eco Ehenre
B. V., versdo 4.9).

3.2 Preparagao do eletrodo

Antes de cada teste, o eletrodo foi polido com pasta de alumina, seguido de lavagem
com agua deionizada sob ultrassom para remover particulas de alumina. Para os
eletrodos modificados; realizou-se, apds o polimento e antes da eletropolimerizagao, um
pré-tratamento eletroquimico por voltametria ciclica de -100 a 1200 mV, com velocidade
de varredura de 100 mV.s?, em uma solu¢do de acido sulfurico 0,10 M por 25 ciclos
(tempo total de aproximadamente 20 minutos).

3.3 Deteccao do peroxido de hidrogénio

Eletrodo de trabalho de platina foi usado para detectar perdxido de hidrogénio.
Aliquotas de H,O; foram adicionadas a uma solugao de 25 mL de PBS e voltametrias
ciclicas e de pulso diferencial foram realizadas. O resultado foi comparado com a resposta
obtida por um eletrodo de carbono vitreo (d =2 mm). Procedimento similar na detecgdo
de H,0; foi feito para os eletrodos modificados.
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Detectou-se também o perdxido gerado pela reagao da glicose com a enzima livre em
solugdo através de voltametrias ciclicas com o eletrodo de platina ndao-modificado. GOx
(5 mg) foi dissolvida em 25 mL de PBS e adicionaram-se aliquotas de glicose.

3.4 Modificagao do eletrodo

Eletropolimerizaram-se filmes com e sem GOx (solugdo aquosa contendo 10,0 mM de
KCl, 0,3 M de pirrol e 0,2 mg.mL?! de enzima) sobre a superficie do eletrodo de platina
mantendo o potencial fixo em 650 mV até uma carga total de 5,3 mC (75 mC.cm™). Os
eletrodos modificados contendo a enzima foram lavados em PBS apds a polimerizagao
para eliminar enzimas que estivessem fracamente ligadas ao filme polimérico.

Em uma solugao de PBS, aplicou-se potencial de 700 mV por 100 min de modo a
sobre-oxidar o filme polimérico. Voltametrias ciclicas foram realizadas antes e depois da
sobre-oxidagdo. O sensor foi armazenado em PBS a -42C quando ndo utilizado.

3.5 Caracterizacao do filme polimérico (MEV e FT-1V)

Para o filme de polipirrol com a enzima imobilizada, as imagens de Microscopia
Eletronica de Varredura (MEV) foram realizadas no Microscdépio Eletronico JEOL JSM 5800
com uma voltagem de aceleragao de 10 kV no Centro de Microscopia da UFRGS.

Os espectros de infravermelho de refletancia dos filmes de polipirrol com e sem a
enzima encapsulada foram realizados no IQ-UFRGS, empregando um espectofotometro
Schimadzu, modelo IR-Prestige-21. Aproximadamente 512 espectros foram acumulados
no intervalo de 4000 - 500 cm™, com resolu¢do de 4 cm™. Para a enzima pura, 24
espectros foram acumulados.

3.6 Testes de difusdao do perdxido de hidrogénio

Realizaram-se amperometrias com potencial fixo em 700 mV em uma solugdao tampao
de fosfato salino com 4,0 mM de perodxido de hidrogénio utilizando eletrodos de platina
modificados e ndo modificado. Variou-se a rotacdo do eletrodo de trabalho de 0 a
5000 rpm.

3.7 Testes de difusao da glicose

O procedimento foi o mesmo que o realizado para os testes de difusdo do perdxido.
Mediu-se glicose a uma concentragdo de 5 mM com detecgdo através do eletrodo
Pt/PPy/GOx. Variou-se a rotagdo do eletrodo de trabalho de 0 a 2000 rpm.

3.8 Deteccao de glicose

Adicionaram-se aliquotas de glicose em uma solugdao de PBS e o sinal de corrente foi
medido, em triplicatas, por amperometrias no potencial de 700 mV com o eletrodo
Pt/PPy/GOx. As médias dos valores de corrente no estado estaciondrio foram utilizadas
para o calculo da média e do desvio padrdo das triplicatas para a construgao da curva de
calibragao.
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De modo a avaliar a reprodutibilidade, 2 sensores foram preparados usando a mesma
metodologia e 3 concentragdes de glicose foram medidas amperometricamente com
cada sensor. As médias e os desvios padrdao das respostas dos sensores para cada
concentragdo foram calculados.

O sinal de intensidade de corrente para uma concentragdo arbitrada (20 mM) foi
medido por amperometrias durante determinado periodo de tempo para verificar a
estabilidade do sensor desenvolvido neste trabalho. Calculou-se a fracdo da resposta
obtida nos tempos medidos em relagdo a resposta gerada logo apds a preparagao do
sensor (tempo zero).

3.9 Analise cinética

Para a descrigdo cinética do processo utilizou-se a equagao de Michaelis-Menten:
Is = Iméx [S]/(Km + [S]) Eq- (3-1)

onde s é a corrente observada, no estado estacionario, Imsx € a corrente maxima, [S] é a
concentragdo de substrato e Km é a constante de Michaelis-Menten.

A utilizagao deste modelo possui inUmeras vantagens. Dentre elas, a determinagao da
Km possibilita verificar a adequabilidade relativa de determinado substrato para a enzima
e a atividade enzimdtica (Segel, 1976). Dessa forma, torna-se possivel comparar
diferentes sensores em relacdo ao desempenho cinético.

Para a estimagdo dos parametros cinéticos, Km e Imax, utilizou-se os chamados graficos
de Lineweaver-Burk, que sdao comumente utilizados na analise cinética durante o
desenvolvimento de sensores similares. Esses graficos se baseiam na forma linearizada da
equacdo de Michaelis-Menten (Fortier et al., 1990; Uang e Chou, 2003; Njagi e Andreescu,
2007):

1 Ky 1 1

Eq. (3.2)

Is Imax [S] I'max
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4 Resultados e Discussao

Neste capitulo, sao descritos os resultados obtidos durante o trabalho. Testes
eletroquimicos caracterizando os eletrodos e identificando potenciais de deteccdo do
analito, imagens de MEV e espectros de IV, deteccdo de glicose e parametros de
performance, entre outros, sao discutidos abaixo.

4.1 Eletrodos nao modificados na detec¢dao de perdéxido

A resposta de eletrodos de carbono vitreo e de platina na detec¢do do perdxido de
hidrogénio foi verificada. A Figura 4.1 (a) mostra voltamogramas de pulso diferencial, com
potencial variando de 0 a 1000 mV, e demonstra inatividade catalitica do eletrodo de
carbono vitreo para a reagao de oxidagdo do perdxido ao se comparar com a resposta
dada pelo eletrodo de platina para uma mesma concentracdo do analito (20 mM). Devido
a atividade eletrocatalitica demonstrada, o eletrodo de platina foi escolhido para o
seguimento do trabalho. Os picos de oxidacdo exibidos nos voltamogramas do eletrodo
de Pt aumentam com a concentragao do analito e se referem a etapas elementares das
reacdes envolvidas no mecanismo de oxidagao do peréxido, como discutido na Segdo 2.2.

De modo a verificar a regido de oxidagdao do perdéxido, fez-se voltametrias ciclicas com
o eletrodo de platina em uma solugdo de PBS com 2 mM do analito. Os graficos sao
exibidos na Figura 4.1 (b). Percebe-se que se atinge uma corrente maxima de oxidagdo a
partir de 350 mV.

100+ 40
20-
80-
0-
60- ~
%: < 20
=~ 404 = 0.
20 -60-
'80 T T T T T T T T T T T 1
0 200 400 600 800 1000 0 200 400 600 800 1000

E (mV) E(mv)

Figura 4.1: (a) Voltamogramas de pulso diferencial na detec¢do de perdxido de hidrogénio em solugdo
tampdo de fosfato salino com eletrodos de trabalho de Pt e de GC. Varredura de 0 a 1000 mV. Amplitude do
pulso: 0,5 mV. Tempo de pulso: 0,05 s. (b) Voltamogramas ciclicos na detecgdo de perdxido de hidrogénio
em soluc¢do tamp3o de fosfato salino. Eletrodo de trabalho de platina. Velocidade de varredura: 100 mV.s™.
Intervalo de varredura: 0 a 1000 mV. A varredura iniciou em 0 mV.

Outra abordagem utilizada foi a deteccao do perdéxido de hidrogénio produzido pela
reagdo entre glicose e glicose oxidase livre na solugdo (PBS). Para isto, voltametrias
ciclicas (Figura 4.2) foram realizadas com o eletrodo de platina imerso em solucdo
contendo glicose oxidase livre e diferentes concentracdes de glicose. Percebe-se um
aumento na intensidade de corrente dos picos com o aumento da concentragao de
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glicose em solugdo. Nota-se a regido de oxidagao a partir de 350 mV, atribuida a reagao
do peroxido na superficie do eletrodo. Além disso, percebe-se outros picos de
oxidagdo/redugdo ao longo do voltamograma referentes a reagdes redox da enzima; estes
picos tém maior intensidade para maiores concentragdes de glicose ja que a mesma
reduz a enzima e, portanto, ha mais enzima em solugao para ser eletroxidada.

800 -400 O 400 800
E (mV)

Figura 4.2: Voltamogramas ciclicos na detecgdo de glicose através da eletroxidagdo do peréxido em solugdo
tamp3o de fosfato salino. Eletrodo de trabalho de platina. Velocidade de varredura: 100 mV.s™. Intervalo de
varredura: -800 a 800 mV. A varredura iniciou em -800 mV. Branco: GOx em solugdo PBS.

4.2 Pré-tratamento para o eletrodo modificado

Conforme descrito na Secdo 2.4, o desenvolvimento de biossensores requer a
imobilizagao enzimdtica. Nesta se¢ao sao discutidos os resultados obtidos durante
preparagao e modificagao do eletrodo.

Previamente a eletropolimerizagdao do pirrol, polimento mecanico e pré-tratamento
eletroquimico em dcido sulfurico foram realizados. Visualiza-se, no voltamograma
(Figura 4.3), a reducdo do ion hidrogénio e a dessorcdo de oxigénio de 300 a 500 mV
sobre as diferentes faces da platina e os processos de adsor¢do destas espécies
ocorrendo em intensidades de corrente positivas. A formag¢ao de camadas de 6xidos na
superficie ocorre principalmente em torno de 900 mV. Essas observacdes estdo de acordo
com diversos autores, como Bockris e Khan (1993). Esse pré-tratamento eletroquimico
auxilia na formacao de filmes de 6xidos na superficie da platina, através da adsorgao de
oxigénio. A formagdo destes filmes foi inferida a partir do grafico pela diminui¢ao da
corrente com o aumento do numero de ciclos, na regido de potencial a partir de 950 mV.
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Figura 4.3: Voltamogramas ciclicos durante pré-tratamento eletroquimico em acido sulfdrico (0,10 M).
Eletrodo de trabalho de platina. Velocidade de varredura: 100 mV.s. Intervalo de varredura: -100 a 1000
mV. A varredura iniciou em -100 mV.

Na auséncia deste pré-tratamento, verificou-se que a intensidade de corrente durante
a eletropolimerizacdo é maior, mas é necessario maior tempo e, consequentemente,
maior carga para que ocorra a deposicao do polipirrol na superficie do eletrodo, gerando
filmes mais espessos. Supde-se que o filme de dxido contribua de forma a aumentar a
resisténcia na passagem de corrente e melhorar a aderéncia do polipirrol na superficie de
platina, modificando o filme formado. De acordo com a revisao realizada no Capitulo 2, a
eletropolimerizagdo do pirrol ocorre na solugdo e, a partir de uma determinada massa
molar, comeca sua eletrodeposicdo na superficie do eletrodo. A suposta melhor
aderéncia fornecida pelos 6xidos na superficie da platina possivelmente auxilia o inicio da
deposicdo do polipirrol a partir de cadeias poliméricas de menores massas molares.

A glicose foi detectada somente quando o eletrodo de platina foi submetido a um pré-
tratamento eletroquimico adequado. Esse fenbmeno possivelmente se deve ao fato de
gue, sem pré-tratamento, filmes mais espessos de polipirrol sdo formados, dificultando a
difusdo de glicose e favorecendo sua adsorcdao no filme polimérico, causando bloqueio
parcial dos poros.

Além disso, o oxigénio adsorvido na platina quando esse condicionamento é realizado
pode servir de co-substrato na reagao enzimatica e a maior parte dos processos
eletroxidativos sobre a platina ocorre quando uma superficie de 6xido a recobre
(Khudaish, 1999).

Normalmente, utilizam-se potenciais proximos aos de formagao deste filme para
detecgbes que envolvam oxidagao do analito, ja que potenciais mais baixos podem
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contribuir para a remog¢do/redugdo dos éxidos adsorvidos. Encontram-se, na literatura,
diversos sensores com potenciais de deteccdo do peréxido proximos de 700 mV,
conforme Tabela 2.2 apresentada na Segao 2.7.

4.3 Preparacao do eletrodo modificado

O voltamograma do eletrodo de Pt na solugdo de eletropolimerizagao pode ser visto
na Figura 4.4 (a). Percebe-se, pela inclinacdo da curva, que a polimerizacdo do pirrol sobre
a superficie da platina é mais favoravel a partir de 650 mV. A partir desse grafico e de
valores utilizados por outros autores (Tabela 2.2), escolheu-se o potencial de 650 mV para
realizar a eletropolimerizagao.
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Figura 4.4: (a) Voltamograma linear do eletrodo de Pt na solugdo de eletropolimerizagdo. Velocidade de
varredura: 100 mV.s. Intervalo de varredura: 0 a 1000 mV. (b) Amperograma da eletropolimerizagio do
pirrol sobre eletrodo de platina. Carga total: 5,3 mC. Potencial aplicado: 650 mV.

O amperograma gerado durante a eletropolimerizagdo do pirrol é exibido na
Figura 4.4 (b). Inicialmente, a corrente diminui pela formagdo de uma dupla camada
elétrica (etapa denominada de periodo de inducdo), seguido de um aumento da corrente
durante a formagao do polipirrol, devido ao aumento da superficie ativa do eletrodo,
comportamento tipicamente observado na eletropolimerizagao de filmes condutores.

Para que o eletrodo modificado fosse capaz de identificar o perdxido de hidrogénio
necessitou ser submetido a um processo oxidativo. Para isso aplicou-se um potencial de
700 mV por 100 minutos no eletrodo de Pt modificado com PPy imerso em uma solucao
tampado de fosfato salino. Verificou-se uma rapida diminuigao inicial da corrente, seguida
de uma lenta estabilizagdo em menores valores de corrente.

Segundo Bélanger et al (1989), Fortier et al (1990) e Schuhmann (1995), quando o
filme de polipirrol esta ativo para reagdes redox, o perdxido o oxida antes de difundir até
a superficie do eletrodo e, portanto, uma prévia sobre-oxidagdao do polimero se faz
necessaria.

Voltamogramas ciclicos (Figura 4.5) foram realizados antes e depois deste tratamento,
de modo a verificar a diminuigdo da atividade redox do polimero. No voltamograma
realizado previamente a sobre-oxidagao, nota-se a curva caracteristica do polipirrol
contendo picos redox do polimero. Quando o polipirrol estda no estado oxidado, possui
cargas positivas residuais que sdo eletroneutralizadas pela presenca de dopantes,
conforme descrito na Se¢do 2.6.1. Durante a redugao do filme, o PPy encontra-se no
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estado neutro e, caso o dopante seja um anion suficientemente pequeno para se liberar
da rede polimérica, ocorre sua saida. Assim, no pico de reducdo em torno de -200 mV,
por exemplo, ocorre a exclusdo do cloreto, dopante utilizado neste trabalho.

Neste mesmo grafico, no voltamograma obtido apds a sobre-oxidacdo do polimero,
percebe-se que, de fato, houve a diminuicdo na atividade redox do polipirrol. A
intensidade de corrente medida neste intervalo de potencial é notavelmente menor
qguando comparada com o filme recém preparado, i.e., o polipirrol perdeu boa parte de
sua capacidade de transferir elétrons.
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Figura 4.5: Voltamogramas ciclicos antes e depois da sobre-oxida¢do do filme de polipirrol em solugdo
tamp3o de fosfato salino. Velocidade de varredura: 100 mV.s%. Intervalo de varredura: -800 a 800 mV. A
varredura iniciou em -800 mV.

4.4 Caracterizagao do filme polimérico

4.4.1 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

Realizou-se microscopia eletrénica de varredura da superficie do filme de polipirrol
com a enzima encapsulada (Figura 4.6). Percebe-se uma superficie relativamente lisa do
polimero com pequenas formagdes globulares do PPy. De acordo com a literatura, filmes
espessos de polipirrol normalmente apresentam uma estrutura globular bastante
desenvolvida com morfologia denominada de “couve-flor” (como pode ser visto na
Figura 4.7 (a)), enquanto que filmes mais finos, preparados em condi¢Ges semelhantes,
apresentam morfologias similares a obtida neste trabalho, conforme pode ser visto na
Figura 4.7 (b).
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Figura 4.6: MEV da superficie do filme PPy/GOx sobre eletrodo de platina.
Carga de eletropolimerizac3o de 75 mC cm™.

Figura 4.7: MEVs da superficie do filme PPy/GOx sobre eletrodo de platina
(a) Carga de eletropolimerizagdo de 1860 mC.cm™. (Wang, J. et al., 2005)
(b) Carga de eletropolimerizagdo de 100 mC.cm™. (Uang e Chou, 2003)

4.4.2 Espectroscopia no Infravermelho (FT-1V)

Os espectros de infravermelho de refletancia para a GOx livre e para os filmes de PPy
com e sem GOx podem ser vistos na Figura 4.8.
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Figura 4.8: Espectro infra-vermelho da GOx livre e dos filmes de PPy com e sem GOx.
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O espectro para a GOx livre apresenta suas bandas caracteristicas de amida (Liang e
Zhuobin, 2003): 1650 cm™ (estiramento C=0 de amida das liga¢cdes peptidicas), 1500 cm™?!
(flexdo N-H e estiramento C-N de amida dos grupos peptidicos). Além destas bandas, é
possivel identificar os seguintes grupos: 3250 cm™ (estiramento N-H e O-H), 2900 cm?
(estiramento C-H aromético), 1100 cm™ (vibragdo C-H).

As bandas caracteristicas do polipirrol estdo localizadas em: 1545 cm (estiramento
C-H do anel), 1460 cm™ (estiramento C-H do anel), 1200 cm™ (deformacdo C-N), 1037 cm"
! (vibragdo C-H) e 900 cm™ (deformacgdo C-H no plano).

O filme de PPy com GOx imobilizada apresenta as mesmas bandas do filme de PPy
sem enzima e n3o foram detectadas as bandas caracteristicas da GOx em 2700-3500 cm™2.
Isso provavelmente se deve ao fato de haver uma concentragao muito baixa de GOx
imobilizada no filme, o que dificulta a detecgdo de suas bandas.

Além disso, as bandas detectadas em 1100, 1500 e 1650 cm™ para a GOx livre podem
estar sobrepostas com os modos vibracionais atribuidos ao polipirrol no espectro
Pt/PPy/GOx. Portanto, ndo foi possivel determinar a presenga de GOx no filme polimérico
por essa técnica.

4.5 Eletrodos modificados na detec¢dao de perdxido

Voltametrias ciclicas para os eletrodos modificados foram realizadas para identificar a
regido de oxidacdo do perdxido de hidrogénio (Figura 4.9). Os eletrodos modificados
possuem uma regido de oxidagdo, atribuida ao perdxido, que atinge maiores intensidades
de corrente a partir de 700 mV.

De modo a facilitar a visualizagao das regides de oxidagao, os voltamogramas foram
realizados da seguinte forma: a curva do eletrodo de Pt modificado foi realizada com o
eletrodo modificado Pt/PPy em uma solugdo PBS com 4 mM de perdxido; curva similar foi
obtida para o eletrodo modificado Pt/PPy/GOx e ndo é exibida. A curva do eletrodo de Pt
nao modificado foi realizada com o eletrodo de platina imerso em uma solugao PBS com 2
mM de peroxido. A curva do branco foi realizada com eletrodo de platina nao modificado
em uma solugdao de PBS sem peroxido; curva similar foi obtida para o branco realizado
com eletrodos de platina modificados e nao é exibida.

A presenca do filme de polipirrol deslocou a regido de corrente maxima de oxidacao
do peroxido (a partir de 700 mV) em relagdo ao eletrodo de platina sem modificagdo (a
partir de 350 mV, visto anteriormente na Figura 4.1 (b) e exibido novamente no grafico
abaixo). O potencial de detecgdo do perdxido de hidrogénio relatado em diversos estudos
gue se utilizam de eletrodos modificados similares estd de acordo com o observado neste
trabalho, conforme revisado no Capitulo 2.
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Figura 4.9: Voltamogramas ciclicos na detecgdo de peréxido de hidrogénio em solugdo tampdo
de fosfato salino. Velocidade de varredura: 100 mV s*. Intervalo de varredura: 0 a 1000 mV. A varredura

iniciou em 0 mV. Branco (Pt): sem perdxido. Pt: deteccdo de 2 mM de perdxido. Pt modificado (Pt/PPy):
detecgdo de 4 mM de perdxido.

4.6 Testes de difusao do peroxido de hidrogénio

Consideragdes sobre o transporte de massa sao de extrema importancia para um
melhor entendimento do complexo mecanismo que rege a detec¢ao de um analito. Nesta
se¢do, a difusdao do perodxido de hidrogénio foi analisada de forma qualitativa através de
amperometrias (potencial fixo em 700 mV) para diversos valores de velocidade angular
dos eletrodos (Pt, Pt/PPy e Pt/PPy/GOx). Os testes foram realizados com 4 mM do analito
em solucao PBS.

Os resultados obtidos pelos amperograma encontram-se na Figura 4.10. Os dados
para construgao do grafico foram calculados como a média das duplicatas realizadas nos
valores de intensidade de corrente no estado estaciondrio. Observa-se que o sinal para os
3 eletrodos, na auséncia de agitacao, é praticamente o mesmo, indicando que o filme é
fino o suficiente de modo a ndo impor barreira de difusdo significativa para o peréxido, o
que esta de acordo com o que foi inferido da imagem MEV apresentada anteriormente
(Figura 4.6).
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Figura 4.10: Influéncia da velocidade angular do eletrodo na intensidade da corrente de resposta no estado
estacionario durante detecgdo de 4 mM de perdxido de hidrogénio em solugdo tampao de fosfato salino.

Além disso, percebe-se que, para o eletrodo de platina ndo modificado, o aumento da
velocidade angular do eletrodo aumenta o sinal medido. Nos estudos de Khudaish (1999),
a difusao do perodxido foi analisada e também verificou-se que a intensidade de corrente
aumentava com a velocidade angular do eletrodo (de 630 a 10000 rpm). O aumento na
corrente é esperado, uma vez que o transporte de massa de perdxido do meio aumenta.

Contudo, na presencga do filme polimérico, a partir de 500 rpm, ndo se nota mudanga
significativa na corrente medida com aumento da velocidade de rotacdo do eletrodo, ou
seja, a resposta do sensor é controlada pela cinética das reagdes de oxidagao de perdxido
na platina. Esse fendmeno provavelmente se deve a menor area superficial disponivel no
eletrodo quando ha filme presente, i.e., hd uma menor superficie catalitica.

4.7 Testes de difusdao da glicose

A difusdao de glicose foi analisada de forma qualitativa através de amperometrias
(potencial fixo em 700 mV) para diversos valores de velocidade angular do eletrodo
modificado (Pt/PPy/GOx) em uma solugdo de PBS com 5 mM de glicose.

Os resultados obtidos pelos amperogramas encontram-se na Tabela 4.1. Os dados
para construg¢ao da tabela foram calculados como a média das duplicatas realizadas nos
valores de intensidade de corrente no estado estaciondrio.
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Tabela 4.1: Intensidade de corrente no estado estaciondrio para diferentes velocidades angular do eletrodo
em uma solugdo PBS com 5 mM de glicose.

w (rpm) i (HA) DPA*
0 0,282 0,005
200 0,232 0,005
500 0,217 0,004
1000 0,194 0,006
2000 0,204 0,005

*DPA: desvio padrdo absoluto

De acordo com a tabela acima, a presenga de rotagdo no eletrodo diminui a resposta
do sensor (em torno de 18 %), quando comparado com o eletrodo estdtico; este
resultado é similar ao obtido por Fortier et al. (1990). A partir de 500 rpm, todavia, a
intensidade de corrente parece se estabilizar, denotando limitagdo e controle pela
cinética da reagdo enzimatica no processo.

A diminuicao inicial da corrente possivelmente se deve a redugdo do tempo de
contato entre glicose e enzima, causada pelo fluxo advectivo. Dessa forma, uma menor
quantidade de glicose reage com a GOx, gerando menos perdxido de hidrogénio para ser
oxidado na superficie da platina.

4.8 Deteccao de glicose: curva de calibragao e andlise cinética

O eletrodo modificado Pt/PPy/GOx foi submetido a detecgdo de aliquotas de glicose
adicionadas em solugao PBS. As medi¢des foram feitas por amperometrias com potencial
fixo em 700 mV por 2 minutos. Os valores utilizados na Figura 4.11 foram calculados
como a média das triplicatas apds o tempo necessdrio para a corrente estabilizar, i.e.,
atingir o estado estacionario.

O grafico exibe um desvio maior da linearidade para maiores valores de concentragao
de glicose. Os desvios padrdoes absolutos entre as medidas foram calculados e sao
exibidos na curva, o maior desvio padrao relativo foi de 2,9 %. O tempo de resposta do
sensor - tempo para atingir 95% do valor de intensidade de corrente no estado
estaciondrio - variou com a concentragdo de glicose detectada (maior para menores
concentragdes) e a resposta mais lenta foi de 80 segundos.
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Figura 4.11: Curva relacionando intensidade da corrente e concentragdo de glicose com os desvios padr&es
absolutos exibidos a cada ponto.

Linhas de tendéncia foram feitas para porgdes lineares do grafico anterior, de modo a
gerar curvas de calibracdo (Figura 4.12). Obteve-se um coeficiente de determinacio, R?
de 0,996 para os 4 primeiros pontos da curva (0 a 3 mM) e de 0,982 para os 6 primeiros
pontos (0 a 7 mM).

A partir destas curvas, a sensibilidade e o limite minimo de detec¢ao foram
calculados. A sensibilidade é dada pelo coeficiente angular e foi normalizada pela area

superficial do eletrodo. O limite minimo de detecgdao, em estudos que desenvolvem este
desvio padrio absoluto

tipo de sensor, normalmente é calculado por 3 X ( ), considerando a

coeficiente angular
nal

:;ido = 3 (Brahim et al., 2002; Njagi e Andreescu, 2007). Estes parametros estdo
sumarizados na Tabela 4.2.

relagao

Na literatura, encontram-se diversos valores para estes parametros, conforme
Tabela 2.3, exibida anteriormente. Os valores de sensibilidade, por exemplo, diferem
bastante entre si — inclusive na ordem de grandeza — e alguns autores nao o fornecem;
portanto, é dificil realizar uma comparagao.
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Figura 4.12: Curvas de calibragdo para detecgdo de glicose

Tabela 4.2: Parametros obtidos das curvas de calibragdo

Intervalo linear (mM): 0-3 0-7

R% 0,996 0,982

Sensibilidade (WMA.mM*.cm?): 0,490 0,384

Limite de deteccdo (mM): 0,23 0,29

Os parametros cinéticos, Imsx € Km , foram calculados através de ajustes lineares da
Equagado 3.2. Os graficos gerados podem ser vistos na Figura 4.13.
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Figura 4.13: Graficos de Lineweaver-Burk
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Desvios da linearidade foram observados para baixas concentragdes (abaixo de
10 mM), indicando limitacGes cinéticas (Fortier et al., 1990). Analise mais profunda do
intervalo de validade da equagao pode ser requerida; mas, para fins comparativos com a
literatura, consideraram-se aqui dois intervalos - a partir de 10 mM - para o ajuste linear.
Os valores obtidos para as constantes cinéticas foram Imsx = 0,81 pA e Ky = 20,40 mM para
o intervalo mais curto e Imsx = 0,70 pA e Km = 13,65 mM para o outro. Estes ultimos
valores encontram-se na Tabela 4.3, juntamente com valores retirados da literatura para
a enzima livre e para a enzima imobilizada em outros sensores com PPy revisados no
Capitulo 2.

A constante de Michaelis-Menten serve para avaliar a atividade enzimatica e é
definida como a concentragdao de substrato para a qual a velocidade da reagao enzimatica
€ metade da maxima. Valores menores para a constante de Michaelis-Menten indicam
maior afinidade entre enzima e substrato (Segel, 1976).

Dessa forma, percebe-se, através da Tabela 4.3, que a enzima foi apropriadamente
encapsulada e apresenta boa atividade enzimatica e alta afinidade pela glicose quando
imobilizada no sensor desenvolvido neste trabalho ao se comparar com a maioria dos
demais estudos que se utilizam do polipirrol para a imobilizagdao, exceto Cosnier et al.
(1999). Além disso, de acordo com Njagi e Andreescu (2007), altos valores para a
constante de Michaelis-Menten podem indicar a existéncia de limitagdes difusionais
dentro do filme polimérico; assim, o baixo valor obtido neste trabalho estd de acordo com
os resultados dos testes de difusdao da glicose que indicaram a auséncia de controle
difusivo na sua detecgao e reafirmam a pequena espessura do filme.

Tabela 4.3: Valores dos parametros cinéticos obtidos neste trabalho e em demais referéncias

Fortier ~ Cosnier  Brahim Uange Chen Njagi e GOx livre (Bao et al.,

etal. etal. etal. Chou etal. Andreescu tr:t?;’laho 2001 apud Wong et
(1990)  (1999) (2002)  (2003) (2006)  (2007) al., 2008)
(rErIC/I) 33,4 0,45 43,7 37,6 23,3 43,45 13,65 198-248
max 55 - 19,42 03 588 48,75 0,70 -
(LA)

4.9 Reprodutibilidade e Estabilidade do Sensor

A reprodutibilidade do sensor foi avaliada desenvolvendo 2 sensores através da
mesma metodologia. Calcularam-se os desvios padrdao relativo entre os valores de
intensidade de corrente no estado estaciondrio de cada sensor para 3 concentra¢des de
glicose diferentes (5, 20 e 50 mM). A média destes desvios foi de 4,95 %. Esse valor pode
ser comparado com valores da literatura, exibidos anteriormente na Tabela 2.1 e na
Tabela 2.3, os quais variam de 1,36 a 5,8 %. Portanto, o sensor produzido neste trabalho é
considerado reprodutivel, provavelmente devido a simplicidade da metodologia
empregada.

Mediu-se a intensidade de corrente gerada com a detecgao de 20 mM de glicose logo
apods a elaboragao do sensor e durante os 12 dias seguintes. Os resultados permitiram
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avaliar a estabilidade do sensor: apds 12 dias o sensor ainda mantinha 92 % de sua
resposta inicial. Encontram-se resultados diversos para a estabilidade de sensores em
outros estudos (Tabela 2.1 e Tabela 2.3), como, por exemplo: 70 % da resposta apds 7
dias ou apds 8 meses, 81 % da resposta apds 10 ou 50 dias, entre outros. Dessa forma,
pode-se dizer que o sensor elaborado aqui é estavel. As condigdes brandas durante a
eletropolimerizagdo e o ambiente favoravel para as enzimas fornecido pelo polipirrol
podem ser fatores que explicam essa estabilidade.
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5 Conclusodes e Trabalhos Futuros

Um biossensor eletroquimico para deteccdo de glicose foi desenvolvido com sucesso.
Durante o desenvolvimento, tentou-se entender e explicar os processos e mecanismos
envolvidos e os relacionar com o que ja existe na literatura.

Verificou-se que eletrodos de carbono vitreo nao possuem superficie catalitica para
oxidar o perdxido de hidrogénio, mas essa reacao ocorre sobre eletrodos de platina. A
presenga de filme polimérico sobre o eletrodo de platina desloca a regido de potencial
otima para detecc¢do do peroxido de hidrogénio (a partir de 700 mV) quando comparado
com o eletrodo de platina ndo modificado (a partir de 350 mV). A regido de potencial de
eletropolimerizagdo do pirrol foi analisada, através de voltamograma, e ocorre a partir de
650 mV.

A detecgao de glicose so foi possivel com um pré-tratamento adequado do eletrodo e
com a sobre-oxidagdao do filme de polipirrol. Isto demonstra a importancia da formagao
de filmes de éxido na superficie da platina para a formagao de filmes poliméricos finos e
para o fornecimento de oxigénio para as reagdes de oxidagdo. Além disso, foi evidenciada
a relevancia da inativagao redox do filme polimérico para que o peréxido de hidrogénio
nao o oxide e seja detectado na superficie do eletrodo.

Observou-se que diversos resultados obtidos se devem a pequena espessura do filme
polimérico que permite a detecgao das espécies sem impor barreira difusiva significativa.
A limitagdo na detec¢ao de glicose com o sensor desenvolvido nesse trabalho é
puramente cinética. Essas observagdes foram feitas inicialmente a partir de analises de
imagens de MEV, nas quais o indicativo de filmes finos foi inferido pela pequena presenca
de formacdes globulares na estrutura superficial. Em seguida, isso foi confirmado a partir
de testes de difusdo do perdxido, nos quais notou-se que a presenca do filme polimérico
nao alterou a corrente medida na auséncia de agitacdo e que na presenca do polimero a
etapa cinética é a limitante. Nos testes de difusdo de glicose, foi verificado que o
polimero também nao impds barreira difusiva para o transporte da mesma, havendo
controle cinético pela reagao enzimatica no processo. Além disso, a analise cinética por
Michaelis-Menten permitiu obter a constante Km, cujo valor (13,65 mM) indica dtima
atividade enzimatica e auséncia de limitagdo difusiva.

As analises dos espectros de infravermelho, apesar de nao permitirem inferir a
presenga de enzima no filme de polipirrol, serviram para caracterizar os compostos
através da verificagdo da presenga dos grupos funcionais.

Por fim, obteve-se um biossensor estavel (92 % de atividade apds 12 dias) e
reprodutivel (desvio padrdo de 4,95 %) através do uso de uma metodologia simples com a
qual a polimerizagdo e a imobilizagao enzimatica ocorrem em uma Unica etapa.

Sugestdes para trabalhos futuros consistem em testar a resposta que se obtém frente
a interferentes e otimizar o biossensor em relacdo a concentracdo de enzima, de
polimero, espessura do filme, entre outros. Além disso, o uso de mediadores no
transporte de elétrons seria interessante de modo a aumentar a sensibilidade do sensor,
diminuir a dependéncia do pré-tratamento da superficie do eletrodo de platina na
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detecgao do analito e, possivelmente, eliminar a necessidade de sobre-oxidagao do filme
de polipirrol. Um préximo passo seria a miniaturizagao do sensor para aplicagdes praticas
em amostras de sangue e meios de cultivo celular, por exemplo.
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