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Resumo

O presente trabalho teve por objetivo o desenvolvimento de uma metodologia
para produzir biossensores amperométricos enzimaticos para deteccéo de hepatite B,
a partir da imobilizacdo de enzima e antigeno HBcAg em trés polimeros condutores
diferentes: polianilina (PAni), polipirrol (PPi) e PEDOT. Estes polimeros foram
estudados no estado dopado com poli(estireno sulfonado) (PSS), que serviram de
suporte para a imobilizacdo da enzima horseradish peroxidase (HRP) na construcao
do biossensor amperométrico. O polimero foi aplicado sobre o eletrodo de trabalho de
uma tira de sensor comercial com trés eletrodos e na sequéncia o antigeno e a
enzima foram imobilizados sobre o polimero. Inicialmente, os polimeros puros foram
caracterizados através de espectroscopia de infravermelho (FT-IR), condutividade
elétrica, microscopia eletrénica de varredura (MEV) e voltametria ciclica. ApGs a
imobilizacdo da HRP e do antigeno sobre os diferentes polimeros, testes de
voltametria ciclica foram realizados utilizando anticorpo para detectar a eficiéncia do
biossensor através da sua eletroatividade. Em geral, a metodologia proposta se
mostrou eficiente para a producdo de biossensores enziméaticos utilizando polimeros

condutores.



1 INTRODUCAO

Durante muitos anos foi associado a propriedade de condutividade
elétrica aos metais e o0 carater isolante era atribuido aos polimeros. Porém, a
partir da descoberta dos polimeros condutores, no ano de 1977, essa
associacdo em relacao aos polimeros foi se tornando cada vez mais obsoleta,
devido as caracteristicas condutoras, elétricas, Opticas e magnéticas que estes
apresentam, permitindo as mais variadas aplicacfes, como baterias, sensores,

pilhas, revestimentos, membranas, aplicacdes biomédicas, etc.

Essa classe relativamente nova de polimeros, chamada de “metais
sintéticos”, vem ganhando importancia em diversos setores, sendo a eletrénica
e a biomedicina os mais explorados. Devido a preocupagéo cada vez maior
com a saude, essa area esta sempre em busca de métodos mais eficientes
para deteccdo e quantificacdo de doencas. Sendo assim, 0 interesse pelo
desenvolvimento e aprimoramento dos biossensores vem crescendo, visando a
deteccdo das doencas e também o seu monitoramento, como é o caso de
doencas como o diabetes e a hepatite, que precisam ser rigidamente

controladas.

Os biossensores em geral apresentam-se como um complemento para
0S exames ja existentes. Sdo dispositivos analiticos que proporcionam uma
interacdo entre a camada biologica, que sdo biomoléculas imobilizadas, e o
transdutor elétrico, quimico ou fisico, capaz de transformar a informacao vinda
da medida do analito em estudo em um sinal proporcional em magnitude ou
frequéncia a concentragcédo do analito (1), permitindo assim a leitura qualitativa

ou quantitativa da analise.

A utilizagdo dos polimeros contudores como transdutores de sinal no
meétodo de andlise por meio de tiras de teste rapido, transforma o conjunto em
um aparelho muito promissor. Além das vantagens intrinsecas dos
biossensores como praticidade, respostas rapidas e possibilidade de

monitoramento da doenca, a sintese facilitada desses polimeros permite a



fabricacdo em série de forma simples, oferecendo tecnologia barata e eficiente
para diagndstico de doencas.

Nesse ambito, inUmeros estudos estdo em desenvolvimento na area dos
biossensores, buscando através de um dispositivo pequeno e portatil de grande
eficiéncia e baixo custo, a antecipacéo da deteccao de doencas permitindo um
tratamento adequado e assim salvando vidas. Por este motivo, a hepatite B
vem sendo foco de pesquisas, por ser uma doenca de elevada
transmissibilidade e impacto em saude publica (2), com taxa de letalidade dos
pacientes hospitalizados de 0,8 a 2%, podendo aumentar em individuos com

mais de 40 anos de idade (3)

Perante esses fatos, no presente estudo foi desenvolvido uma
metodologia para imobilizacdo de enzimas em polimeros condutores e sua
aplicacao sobre tiras de sensores comerciais. Em um primeiro momento foram
discutidas algumas definices relevantes como polimeros condutores, enzimas,
antigenos e biossensores. Na sequéncia, o procedimento experimental foi
apresentado, indicando os materiais, equipamentos e metodologia utilizados,
assim como as técnicas de caracterizacdo dos polimeros sintetizados. Por fim,

sao apresentados os resultados e conclusdes.

E importante destacar que este trabalho foi desenvolvido em cooperacéo
com a empresa FK Biotecnologia firmando esta benéfica alianca universidade-
empresa permitindo desenvolver a pesquisa visando desenvolvimento e

inovagao tecnologica.



2 OBJETIVO

Este trabalho tem por objetivo desenvolver uma metodologia para a
producdo de biossensores para deteccdo de hepatite do tipo B, baseados na
utilizacdo de polimeros condutores como transdutores de sinal bioldégico em

sinal elétrico, também agindo como suporte para a imobilizagdo da enzima.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Polimeros intrinsecamente condutores

Os polimeros intrinsecamente condutores (PICs) sdo formados por
cadeias contendo duplas ligacbes C=C conjugadas que permite o fluxo de
elétrons em condi¢cdes especificas. Esses polimeros foram descobertos
empiricamente por Shirakawa e colaboradores, no ano de 1977, através da
exposicdo do poliacetieno a agentes dopantes, tornando-o um condutor
elétrico intrinseco (4,5). Com esta descoberta, percebeu-se que ndo havia
nenhuma razdo para que um polimero organico ndo pudesse ser um bom
condutor de eletricidade. Sendo assim, outros polimeros condutores foram
sintetizados.

Estes novos materiais oferecem a possibilidade de combinar
propriedades intrinsecas dos plasticos com o comportamento elétrico,
magnético e optico de metais e semicondutores inorganicos. Os polimeros
intrinsecamente condutores passam de isolantes a condutores através de
processos reversiveis de oxidacéo e reducdo do sistema conjugado (5,6), feito

por meio de agentes de transferéncia de carga (dopantes).

Com vasta aplicacéo, estes PICs séo visados para atuarem também na
alta tecnologia como em revestimentos anti-estaticos, eletrodos transparentes,
displays OLED e iluminagéo, células solares organicas e capacitores de
polimero (7). Com modificacbes quimicas apropriadas, 0s polimeros
intrinsecamente condutores podem apresentar um intervalo de condutividades
que varia desde semicondutor até condutor, podendo chegar a 10° S/cm
(Figura 1) (8,9).
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Figura 1: Comparacédo da condutividade dos PICs com alguns materiais. PA = Poliacetileno,
PAni = Polianilina, PP = Poli(p-fenileno) e PPi = Polipirrol (8).

Entre o0os polimeros condutores mais conhecidos destacam-se o
poliacetileno, o polipirrol, o politiofeno e a polianilina cujas estruturas estéo

representadas na Figura 2.
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Figura 2: Principais polimeros condutores (16)



3.1.1 Mecanismo de Conducéo e Sintese

Como vimos, os polimeros intrinsecamente condutores sdo compostos
de cadeias hidrocarbbnicas que possuem insaturacdes conjugadas, que sdo
ligacbes simples e duplas alternadas ao longo da cadeia (Figura 3),
responsaveis pela conducéo eletrénica (10,11,15)

Figura 3: Estrutura com ligacdes duplas alternadas e caminho de conduc¢éo eletrénica para

o polipirrol.

Estes elétrons 1 alternados sédo responsaveis, além da condutividade
elétrica, por outras propriedades como: baixa energia de transicdo, baixo

potencial de ionizacao e alta afinidade elétrica (12)

A oxidacédo e a reducdo da cadeia polimérica é feita através de agentes
de transferéncia de carga — aceptores ou doadores de elétrons - transmutando
o polimero de isolante a condutor ou semicondutor. Esses agentes sdo
chamados de “dopantes” (5,11,15). A dopagem ocorre através de diferentes
métodos quimicos, sendo de exposi¢cdo direta do polimero a agentes de
transferéncia de carga (dopantes), seja em fase gasosa, em solucdo, ou ainda
por oxidacdo ou reducdo eletroquimica (13). Estes dopantes quimicos sao
fortes agentes oxidantes ou redutores e podem ser compostos, moléculas
neutras, ou sais inorganicos que podem facilmente formar ions, dopantes

organicos e poliméricos (13).

Geralmente, o método de sintese é escolhido de acordo com a aplicacao
em que o polimero se destina sendo que, a sintese por oxidacdo quimica é
mais utilizada quando se deseja, além de outras vantagens, obter grandes

quantidades do polimero condutor, ja que a quantidade desta ndo é limitada



pela &rea dos eletrodos utilizados na sintese eletroquimica (18, 24). A sintese
quimica ocorre em meio &cido, da mesma forma que a eletroquimica, sob a
acao de um agente oxidante, ocorrendo a precipitacado do polimero na forma de
um po de elevada pureza, dopado com o acido utilizado na sintese (16, 18, 21).
Os agentes oxidantes mais utilizados séo persulfato de aménio (PSA) e cloreto
férrico; quanto aos &cidos dopantes, os mais comuns sdo as solucdes de
acidos inorganicos (HCl, H,SO4, HCIO,) (16, 18, 22, 23, 25, 32).

Quando os PICs do presente estudo sao oxidados a partir de solucdes
contendo polianions como o PSS, este promove a dispersdo dos polimeros de
baixa solubilidade em solventes comuns e o polimero condutor com o
polieletrolito formam um emaranhado onde, nesta estrutura, as cargas positivas
ao longo da cadeia sdo compensadas pelas cargas negativas do polieletrdlito.
O inconveniente da adicdo de PSS é que, quanto maior a percentagem deste

oxidante na dispersédo, menor é a sua condutividade. (16, 25, 46, 47, 48).

Varios fatores da reacdo como pH do meio, tipo de acido empregado,
razao agente oxidante/mondémero, temperatura, tempo de reacéo e velocidade
de agitacdo influenciam o rendimento, a estrutura, a condutividade elétrica e as

propriedades do produto final obtido (19) (Figura 4).
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Figura 4: (a) dependéncia entre o pH do meio em relagdo a condutividade elétrica da
PAni e (b) variacdo de porcentagem de dopagem em relacdo a condutividade elétrica da PAni
(29).



As generalidades do procedimento eletroquimico s&o similares aos
polimeros condutores consistindo em um fluxo de corrente anddica que passa
através de uma solucdo que contém o mondmero, o solvente e o eletrdlito
suporte. Através deste processo que pode ocorrer em meio aquoso ou nao e
em atmosfera inerte, € formado um filme polimérico condutor aderido
diretamente no eletrodo de trabalho e as propriedades fisicas e quimicas do
filme podem ser controladas pelo ajuste dos parametros da eletrossintese (22,
23, 25, 32).

3.2 Polianilina

O grande interesse tecnolégico que envolve a polianilina (PAni) e suas
variaveis, esta nas atrativas caracteristicas do material, como processabilidade,
estabilidade quimica em condicdes ambientais, boa reversibilidade redox,
facilidade de polimerizacdo e dopagem, baixo custo do mondmero, alto
rendimento, etc. Propriedades estas que tornam a polianilina um dos polimeros

condutores mais estudados nos ultimos 100 anos (14,16,17).

Na verdade, o termo polianilina se refere a uma classe de polimeros,
que consiste de mil ou mais unidades repetitivas, partindo da estrutura basica,
ndo dopada, dada pela formula geral apresentada na Figura 5 (16,17,18).

Il-I H
I
p 4
Figura 5: Estrutura quimica da polianilina (17).

As propriedades dos polimeros derivados desta férmula podem variar
dependendo de dois fatores: grau de oxidacdo e grau de protonagao do

polimero (19,16). Os trés estados de oxidacdo mais importantes da PAni sao
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leucoesmeraldina (amarela), esmeraldina (a base é azul e o sal é verde) e
pernigranilina (purpura), conforme ilustrado na Figura 6 (20). Entretanto, a base
esmeraldina, que € a forma ndo oxidada da polianilina, é isolante; somente
guando reage com acido, sendo convertida para sal esmeraldina, que é a

forma condutora (16,20).
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Figura 6: Estados de oxidag&o da polianilina (20).

A PAni apresenta certa estabilidade térmica, permitindo seu
processamento através de uma variedade de técnicas, como formacédo de
filmes por solucédo, filme-gel, filmes depositados por via eletroquimica, fiagéo
por solucdo, polimerizagdo quimica in situ, blendas poliméricas com polimeros
convencionais, etc. , vantagem esta que a destaca entre os polimeros
intrinsecamente condutores. Deste modo, de acordo com o tipo de sintese
empregada e suas condi¢cdes, o produto final apresentara propriedades
diferentes (16, 18,).

3.3 Polipirrol

O polipirrol (PPi) € um dos polimeros intrinsecamente condutores mais

conhecidos e alvo de muitos estudos, ja que apresenta favoraveis propriedades
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fisicas, Opticas, elétricas, resisténcia a oxidagdo e excelente estabilidade
quimica e ambiental. Além disso, comparativamente aos outros PICs, o PPi
pode ser oxidado a baixos potenciais, possui sintese relativamente simples em
meios aquosos ou organicos, e pode ser feita por via quimica ou eletroquimica,

tornando este polimero potencial para diversas aplicacdes (22, 23, 25, 28).

A conducéo elétrica do polipirrol, a partir da sua estrutura neutra (Figura
7) depende de seu estado dopado, que cria bandas parcialmente cheias por
meio das quais os elétrons livres conduzem a eletricidade (26). A capacidade
que o PPi tem de incorporar diferentes anions na sua estrutura polimérica
durante o processo de polimerizacdo afeta diretamente propriedades como
adesdo, condutividade, morfologia, resisténcia mecanica e atividade quimica
(27), conferindo também seletividade ao ion dopante o que possibilita 0 uso
deste material para a construcdo de eletrodos ion-seletivos as espécies

incorporadas.

va >v0v01r0\

Figura 7: Estrutura neutra do polipirrol (25).

Os dopantes sao apenas inseridos entre as cadeias poliméricas, nao
fazendo parte da estrutura, o que permite serem removidos através de um
certo potencial elétrico, tornando a dopagem um processo reversivel. Para o
polipirrol, a forma oxidada torna-se condutora, enquanto a sua forma reduzida

tem carater isolante, como é observado na Figura 8 (22, 25).
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Figura 8: Polipirrol em estrutura na forma condutora e isolante respectivamente (25).

O PPi pode ser obtido como produto final em forma de pé preto insoluvel
e infusivel, devido as interacdes inter e intramolecular e também pela formacgéao
de ligagBes cruzadas, ou em forma de filme. Suas caracteristicas intrinsecas
permitem aplicagbes em dispositivos eletronicos, baterias, capacitores,

musculos artificiais, sensores, biossensores entre outros (25, 29, 30, 31).

3.4 PEDOT

Dentre a importante classe de polimeros intrinsecamente condutores, o
PEDOT (Poli (3,4-etilenodioxitiofeno)) (Figura 9) apresenta-se como um
polimero muito promissor na area de materiais eletroativos, pois combina
baixo potencial de oxidacdo com boa estabilidade quimica tanto no estado
oxidado como no reduzido e alta transparéncia em filmes finos em seu estado
oxidado (34, 35, 36).

FPEDOT

Figura 9: Representacéo esquematica da estrutura de PEDOT (36).
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Embora o mondémero EDOT ndo seja soliuvel em &gua, quando
combinado com poli(4-estirenosulfunato) ou PSS como contra-ion formam uma
dispersdo estavel podendo o polimero ser produzido a uma escala industrial

utilizando diferentes técnicas de polimerizacao (36).

Além das caracteristicas como elevada condutividade, resisténcia a
corrosdo, transparéncia, estabilidade a altas temperaturas, entre outras
caracteristicas comuns aos PICs, o PEDOT possui também facil
processabilidade, permitindo a este polimero uma proje¢cdo a nivel industrial,
com enorme prospeccado da aplicacdo deste em materiais em dispositivos
eletrbnicos, biossensores, filmes finos, células solares, dispositivos que
requerem transparéncia e condutividade, entre outros dominios alternativos
(33, 35, 36).

3.5 Biossensores

Nos ultimos anos, 0s biossensores tém chamado a atencdo de varios
pesquisadores e estudiosos devido a possibilidade de aplicacdo em
praticamente todas as areas cientificas, como diagndstico, biotecnologia,
industria alimenticia, engenharia genética, para deteccdo de doencas entre
outros (16, 37). Um biossensor € um dispositivo ao qual se incorpora uma
substancia - uma enzima, um anticorpo, uma proteina, DNA, etc. para poder
medir de modo seletivo determinadas substancias - transformando a
informacdo quimica, que varia de acordo com a concentracdo de um
componente da amostra a ser analisada, em um sinal elétrico quantificavel (16,

25, 37, 38, 39).

Varios componentes biologicos sao elementos potenciais a serem
usados em sistemas de biossensores, entre eles as enzimas que sdo muito
atraentes devido a variedade de produtos de reagdo mensuraveis N0 processo
catalitico. Outro componente biol6gico muito utilizado em biossensores sdo 0s
anticorpos que séo funcionalmente definidos pelo antigeno com o qual reagem.

O uso de anticorpos como elemento de reconhecimento (imunossensores) se

14



baseia na alta sensibilidade e especificidade das interacfes antigeno/anticorpo.
Além destes, existem o0s receptores que sao proteinas muito usadas em
biossensores para a deteccdo de drogas e toxinas entre outros componentes
bioldgicos (16, 25, 38, 39, 40).

O sistema de transdugcdo tem o objetivo de converter o estimulo
bioldgico resultante da interacdo do biocomponente em um sinal digital ou
elétrico que pode ser quantificado e pré-produzido para posterior analise. Essa
transducdo pode ser de forma elétrica, eletroquimica, Optica, térmica,
magnética, amperométrica, condutimétrica entre outras formas possiveis para

aplicacado em biossensores (16, 25, 39, 41).
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Figura 10: Esquema da composicdo de um biossensor (38).

3.5.1 Biossensor para hepatite

Estudos feitos por pesquisadores mostram uma linha de raciocinio para
a montagem de biossensores destinados a detecgdo do virus da hepatite B
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(HBV), que é uma das principais causas de morbidade e mortalidade em todo o
mundo (42).

Trindade, E.K.G, (42) desenvolveu um imunossensor para deteccao do
anticorpo (anti-HBc) por meio da imobilizacdo do antigeno do HBc (HBCcAQ),
utilizando um eletrodo de ouro nanoestruturado formado por nanotubos de
carbono carboxilados e politiramina. As caracterizacdes foram realizadas por
voltametria ciclica e voltametria de onda quadrada. A faixa linear de resposta
foi de 1,0 a 5,0 ng/mL, com limite inferior de deteccdo de 0,1ng/mL, mostrando
grande sensibilidade para o anticorpo (42). A estratégia utilizada por Trindade,
E.K.G foi utilizar o polimero politiramina como transdutor e o aminoacido
Glicina como biorreceptor, promovendo o bloqueio do antigeno. Nas analises, o

anticorpo foi preparado com PBS pH 7,4.

Em outro estudo (Alipour, E., Ghourchian, H., Boutorabi, S. M),
nanoparticulas de ouro foram utilizadas para elevar a sensibilidade do
biossensor e o antigeno foi estabilizado na camada de nanoparticulas de ouro.
Neste estudo uma estrutura eletrodo-ligante-anticorpo foi preparada através de
eletrodos de ouro com as superficies cobertas com uma camada isolante de 3-
etilenoglicol-alcanotidis com os grupos funcionais carboxilo na extremidade
como superficie imobilizadora. Em seguida, o anti-HBsAg(anticorpo) primario
foi imobilizado nesta camada e na sequéncia fez-se a adicdo de HBsAg
(antigeno). Além disso, a fim de melhorar a eletroatividade, nanoparticulas de
ouro foram ligadas a um anticorpo secundario do eletrélito que serviu como
solucdo de andlise. Com esta estratégia o sensor € capaz de detectar, pelo

menos, 10ng/mL de antigeno da hepatite B.

Neste trabalho, tiras sensoras comerciais foram utilizadas, em vez de
eletrodos de ouro, e os transdutores escolhido séo trés polimeros condutores
diferentes - polianilina, polipirrol, PEDOT . Como biorreceptor e bloqueador do
antigeno é utilizado a enzima HRPO. O esquema de blogueio de antigeno
segue 0 mesmo raciocinio de Trindade, E.K.G. J& a estrutura layer-by-layer é
utilizada, da mesma forma que os estudos de Trindade, E.K.G e Alipour, E.

etal.
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O sistema de detecc¢éao do anticorpo ocorre da seguinte forma. Como
a enzima HRP € aplicada sobre o antigeno, essa fica bloqueada pela ligacdo
antigeno-anticorpo ndo conseguindo fazer a reacdo de oxidacdo do H,0O,
presente na solucdo de analise juntamente com o anticorpo, simulando o
gue ocorre no sangue. Sendo assim, quanto mais anticorpo presente na
solucdo, mais ligacdo antigeno-anticorpo ocorrerd e menor serd o sinal
emitido. Da mesma forma ocorre o contrario: quanto menos anticorpo na
solucéo, mais enzima ficara livre para oxidar o H,O, e assim gerar um sinal

maior, da deteccéo da doenca.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais

Para a sintese da polianilina / PSS 20% foram utilizados anilina (Synth)
previamente destilada e armazenada sob refrigeracdo, poliestireno sulfonado
(PSS — Sigma, Mw = 1.000,000 g/mol, 20% em massa, solu¢cdo em agua),
acido cloridrico (HCI — Nuclear) e persulfato de aménio ((NH4).S20g — Synth)

como agente oxidante.

Na sintese do polipirrol / PSS 20% utilizou-se o0 monémero pirrol 99%
P.A. (Acros), também previamente destilado e armazenado em ambiente
refrigerado, poliestireno sulfonado (PSS - Sigma, Mw = 1.000,000 g/mol, 20%
em massa, solugcdo em agua), persulfato de amonio ((NH4).S,0g — Synth) e

agua destilada.

A sintese do PEDOT / PSS 18% requereu EDOT (3,4 -
Etilenodioxitiofeno) liquido (Aldrich), poliestireno sulfonado (PSS - Aldrich, 18%
em massa, solucdo em agua), persulfato de aménio ((NH4).S.0g — Synth) e
sulfato de ferro Il (Fex(SO4); - Vetec) como agentes oxidantes e &agua
destilada. Foi utilizado ainda o polimero comercial PEDOT - Aldrich, para
comparacao dos resultados entre o PEDOT sintetizado e o PEDOT:PSS

comercial.

Para a purificacdo das solugdes foram utilizadas membranas de diélise
(Fisherbrand, MWCO de 12.000 — 14.000).

A enzima de estudo foi a Horseradish Peroxidase (HRP) Tipo VI (Sigma,
~250-330 U/mg) e as tiras sensoras foram obtidas com a empresa GSI
Technology. Para a preparacédo das solucbes de analise foi necessario cloreto
de potassio (KCI Neon), ferricianeto de potassio (Ks3Fe(CN)s Sigma), agua
destilada, fosfato monossodico (NaH,PO, Neon), hidroxido de sédio (NaOH

Dinamica quimica contemporéanea Ltda) para ajuste de pH = 6,0, peroxido de
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hidrogénio (H.O, 35% - Neon) e antigeno HBcAg AH-39 (antigeno para
conjugagado com anticorpo da hepatite) disponibilizados pela empresa FK

Bioquimica.

4.2 Sintese dos polimeros

Para a producdo da polianilina dopada com PSS, anilina 0,33M foi
dissolvida em solucdo HCI 1M da mesma forma que o (NH4).S,0g 0,1M foi
solubilizado em solugdo HCI com PSS 1M. As duas solug¢des foram misturadas
rapidamente e a solucéo final foi mantida sob agitacéo lenta magnética por 1
hora (16).

A sintese do polipirrol foi realizada em reator de 2L de capacidade com
agitacdo mecanica e resfriamento controlados. Foi dissolvido PSS 20% em
agua destilada e na sequéncia foi adicionado o monémero pirrol 0,3M que
permaneceu homogeneizando por 10 minutos. Através de funil de adicdo, uma
solucdo de (NH,4)»S»,05 0,05M dissolvido em agua destilada é adicionada gota —
a — gota para dentro do reator. A sintese tem duragdo de 10 horas (25).

Para efetuar a polimerizacdo oxidativa do EDOT, foi adicionado a um
becker de 200ml &gua destilada, PSS 18% e o monédmero EDOT 0,028M . Foi
deixado essa solugcdo homogeneizar em agitador magnético durante 10
minutos e em seguida adicionou-se Fe,(SO4)s 7,9mg e (NH,4)»S,0g 0,056M. A

reacdo teve duragdo de 24 horas a temperatura ambiente.
Apoés o término das reacgdes, fez-se a dialise por membrana em agua

destilada para purificacdo da solucéo por aproximadamente 24 horas, a fim de

eliminar o excesso de HCI, oxidante que nédo reagiu e oligbmeros.
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4.3 Caracterizagcdo dos polimeros

Os polimeros foram caracterizados através condutividade elétrica,
voltametria ciclica, espectroscopia de infravermelho com transformada de

Fourier (FT-IR) e microscopia eletronica de varredura (MEV)

4.3.1 Condutividade Elétrica

A condutividade elétrica foi medida com as amostras em forma de
pastilha através do método padrdo das quatro pontas em um eguipamento
Cascade Microtech CS 4-64, associado a uma fonte Keithley 227 e também a
um nanovoltimetro Keithley 2182A. O método € baseado na aplicacdo de
corrente elétrica nos terminais externos e na medicdo do potencial nos

terminais internos.

4.3.2 Voltametria Ciclica

Esta € uma técnica utilizada para caracterizar as propriedades redox do
material, além de fornecer informacdes quanto a estabilidade, reversibilidade
do sistema e indicar se o material estd de fato condutor (16, 25). A técnica
consiste no varredura de potenciais de um eletrodo de trabalho; o potencial &
variado continuamente com o tempo e registra a ocorréncia de reacbes de
oxidacdo e reducdo do material. O potencial aplicado entre o eletrodo de
trabalho e o eletrodo de referéncia pode ser considerado um sinal de excitacao
e a corrente resultante pode ser identificada como um sinal de resposta, sendo

assim possivel a construgdo de um voltamograma (16, 25, 45).

Os ensaios foram realizados em um potenciostato Autolab PGSTAT 302,
com utilizacdo do software GPES. As medidas foram feitas diretamente no
sensor onde continha, no eletrodo de trabalho, a amostra do polimero em p6. A
eletroatividade dos polimeros foi testada em dois eletrolitos, solugbes tampéao

fosfato salino (PBS) pH = 6 com e sem o mediador ferricianeto de potassio
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para avaliar a necessidade de amplificar a eletroatividade do sistema. Essas
solugcbes foram preparadas dissolvendo NaH,PO, em agua destilada,
ajustando-se o pH com NaOH 1M. Apés, dissolveu KCI 0,1M e ferricianeto de
potassio 5mM (44). Para a solucédo de analise comparativa, seguiu este mesmo
procedimento, porém sem a adicdo de ferricianeto de potassio. A velocidade de
varredura testada foi de 50mV/s e o potencial inicial e final ciclado foi de -0,4V.

Para promover o contato elétrico com o potenciostato, foi utilizado um
cabo de USB de forma que cada eletrodo do sensor estivesse em contato

elétrico com o dispositivo USB, conforme Figura 11.

Figura 11: Sistema utilizado para os testes de voltametria ciclica

4.3.3 FT-IR

As andlises por espectroscopia de infravermelho (FT-IR) sdo realizadas
com o objetivo de obter informacdes sobre o estado de oxidacédo dos polimeros

e a interacao entre o agente dopante e a cadeia polimérica. Para esta analise
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foram utilizadas pastilhas dos polimeros com KBr, sendo que os materiais
foram previamente secos e moidos para a confec¢do destas. Foi usado um

espectrofotometro FTIR Perkin Elmer modelo Spectrum 1000.

4.3.4 MEV

Para esta analise, uma aliquota de cada polimero em forma de po foi
aplicada sobre uma fita adesiva de carbono, que por sua vez, cobre os
suportes de amostra, chamados stubs. Com este método é possivel analisar a
morfologia das amostras e a formacdo de nanoestruturas através do
microscoépio JEOL JSM 6060.

4.4 Construcao e caracterizacao dos biossensores

Sintetizados os polimeros deu-se inicio ao desenvolvimento do protétipo
(Figura 12) aplicando 1 uL de polimero condutor sobre o eletrodo de trabalho
das tiras sensores, e deixando secar a temperatura ambiente por 12 horas.
Apés foi aplicado sobre o polimero 1 uL de antigeno HBcAg AH-39 (antigeno
para conjugacdo com anticorpo da hepatite), e deixado secar a 4°C por mais 12
horas. Em seguida foi aplicado 1 uL de enzima Horseradish Peroxidase
(HRPO) na concentracao de 4 U/ uL e deixado secar a 4°C por 4 horas. Foi
ainda construido um protétipo com o polimero PEDOT:PSS comercial nas

mesmas condicdes.
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I 1ul Polimero I ul HBcAg AH- 39I 4U HRPO I 5
n - 12hrs temperatura - - 4 °C 4hrs II
ambiente
4° C 12hrs
BIOSSENSOR
Anticor;lo HBcAg il PRONTO.

Tampao fosfato

+
27mM H202 35%

Solucéo de analise
com anticorpo de
HEPATITE B

Figura 12: Prot6tipo de sensor de hepatite com as diferentes etapas de adicdo de reagentes
até sua completa construgéo.

O comportamento eletroquimico do biossensor e a formacdo das
ligagbes entre antigeno e anticorpo foram avaliadas através de ensaios de
voltametria ciclica. A presenca do anticorpo na solucéo de analise, faz com que
esse se ligue ao antigeno dificultando a oxidacdo do peréxido de hidrogénio
pela enzima HRPO. Quanto maior a quantidade de anticorpo disponivel na
solucdo de andlise para se ligar ao antigeno, mais enzima HRPO fica
bloqueada para reacdo com perdxido de hidrogénio. Sendo assim, a andlise de
uma amostra sem a presenca de anticorpos deve produzir alta eletroatividade;
se for uma amostra com pequena quantidade de anticorpo deve produzir uma
eletroatividade intermediaria e a analise de uma amostra com grande

quantidade de anticorpos presentes deve produzir a menor eletroatividade.

O eletrdlito utilizado foi tampéo fosfato de sédio pH 6 contendo cloreto
de potassio (KCIl) 0,1M, com ou sem adicdo de ferricianeto de potassio
(K3Fe(CN)g) 5mM, de acordo com a melhor resposta do polimero referente a
sua eletroatividade no meio e 27mM de peroxido de hidrogénio 35%. Além
disso, foi variado entre zero a 1 pg/mL as concentragdes de anticorpo HBsAg
adicionadas na solucao de andlise.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados e discussdo que serdo apresentados a seguir foram
separados em duas partes principais: caracterizacdo dos polimeros e

caracterizacao do biossensor.

5.1Caracterizacdo dos polimeros

5.1.1 Condutividade elétrica

A condutividade elétrica dos polimeros condutores € fator importante
para seu uso como transdutores em biossensores, pois 0S mesmos possuem a
capacidade de reagir as mudancas ocorridas na reacdo do substrato através do

transporte de elétrons para produzirem um sinal elétrico.

Os ensaios foram realizados em triplicata e para cada pastilha, dez
valores de corrente foram aplicados. Os resultados do ensaio de condutividade
pelo método 4 pontas estdo listados na Tabela 1, representando a média dos

valores obtidos.

Tabela 1: Condutividade elétrica dos polimeros (sintetizados e comercial) pelo método 4

pontas.
Amostra Condutividade (S/cm)
—————————————————
PPi / PSS 20% 5,76x10™
PAni / PSS 20% 1,02x1073
PEDOT / PSS 18% 1,21x107°
PEDOT:PSS comercial 5,57x10*
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Analisando a Tabela 1, observa-se que o0s polimeros sintetizados
apresentam valores baixos de condutividade, indicando pequeno transporte de
elétrons. Como dito anteriormente, a adicdo de um polieletrélito na sintese
estabiliza os portadores de carga pela dopagem e forma uma matriz isolante na
qual consta o polimero. Sendo assim, a adicdo de PSS eleva a quantidade de

regides isolantes (matriz), diminuindo a condutividade.

5.1.2 Voltametria Ciclica

Foi realizado voltametria ciclica de cada polimero condutor sintetizado,
depositado sobre o sensor, em triplicata. Os eletrdlitos utilizados foram uma
solucédo tampao fosfato (PBS) pH = 6 contendo cloreto de potassio (KCl) 0,1M
e a titulo de comparacao da influéncia do meio na eletroatividade do sistema,
utilizou solucéo tampao fosfato (PBS) contendo cloreto de potéssio (KCI) 0,1M

com adicéo de ferricianeto de potassio (KsFe(CN)g) 5mM.
Os voltamogramas apresentados pelas figuras 13, 14, 15 e 16 ilustram o

desenvolvimento das reacdes para cada polimero sobre o eletrodo de trabalho

nas duas solucdes de analise, em comparacao com e sem o uso do mediador.

Polipirrol / PSS 20%

3,50E-03
2,50E-03
1,50E-03

5,00E-04
sem Ferri

j (Afem?)

-5,00E-04 .
com Ferri

-1,50E-03

-2,50E-03
05 03 01 01 03 05 0,7 09

E(V vs Ag/fAgCl)

Figura 13: Voltametria ciclicas das amostras de Polipirrol/PSS em solucao tampéo fosfato pH 6
com KCI e KzFe(CN)g (ferri) e sem ferri. Velocidade de varredura: 50 mV/s.
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Na Figura 13, pode-se perceber que o Polipirrol/PSS apresenta um
aumento consideravel na eletroatividade do voltamograma com a adicdo de
ferricianeto de potassio ao meio de analise, em comparacdo ao voltamograma
sem a adicdo do mediador, o que permite verificar com clareza 0s picos

anaodico e catddico do polimero e o pico anddico do mediador.

A partir desta consideracao, é feita a escolha da solucdo que faz uso do
mediador, mostrando ser a mais adequada para este polimero, garantindo um
melhor desempenho do mesmo para as etapas posteriores na construcao do
biossensor.

A polianilina/PSS (Figura 14) mostrou um comportamento inesperado
para o eletrodo sem ferricianeto, apresentando apenas um pico anddico sem a

presenca do pico catddico.

Polianilina/ PSS 20% Polianilina/PSS com Ferri
011 0,015
0.09 -
0,01
0.07 -
o 0,005 -
£ 005
(%)
< 003 | com Ferri 01
~ 001 1 semFerri  -0,005 7
001 4 -0,01 ‘ |
-0.03 0,4 01 0,6
05 03 01 01 03 05 07 09

E (Vvs Ag/AgCl)

Figura 14: Voltametria ciclicas das amostras de Polianilina/PSS em solugao tampéo fosfato pH
6 com KCl e KsFe(CN)g (ferri) e sem ferri. Velocidade de varredura: 50 mV/s e aproximagao
da curva da Polianilina/PSS com Ferri, respectivamente.

Analisando a Figura 14 é possivel notar que a curva representando a
reagcdo por meio do eletrdlito com adicdo de ferri, os picos anddicos e

catédicos, apesar de aparecerem com baixa intensidade, estdo presentes.
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Com base nestes resultados, da mesma forma que para o
Polipirrol/PSS, a solugdo escolhida para a realizacdo das etapas de

caracterizacédo do biossensor, foi a que utiliza o mediador ferricianeto.

Ja os eletrodos recobertos com PEDOT/PSS apresentaram
eletroatividade semelhante, exceto para o pico anddico presente somente na
curva com o mediador, para 0s voltamogramas com e sem ferricianeto no meio

de analise, como ilustra a Figura 15.

PEDOT / PSS 18%

0.06
0.05 ~
0.04 ~
0.03 ~

0.02 - com Ferri

j(Afem?)

0.01 + sem Ferri

-0.01 T | | | | |
-0 03 01 01 03 05 07 089

E (Vvs Ag/AgCl)

Figura 15: Voltametria ciclicas das amostras de PEDOT/ PSS em solugao tampao

fosfato pH 6 com KCIl e KzFe(CN)g (ferri) e sem ferri. Velocidade de varredura: 50 mV/s.

O pico anddico produzido para a amostra com ferricianeto foi um pouco
mais intenso que o pico anddico para a amostra analisada sem a presenca de
ferricianeto, indicando que a presenca do mediador ndo produz um ganho
satisfatorio que justifigue o seu uso. Sendo assim, a solugéo escolhida para as

etapas seguintes é a sem adicao de ferri.

Para o ensaio de voltametria ciclica com o polimero comercial
PEDOT:PSS um par redox é visto somente no voltamograma com a presenca
do mediador no meio de analise (Figura 16), indicando a sua utilizacéo, ja a

curva sem ferri ndo apresenta picos anddicos e catodicos.
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PEDOT:PSS Comercial
0.02

0.015 ~

0.01

0.005 4
com Ferri

i(Afem?)

sem Ferri
-0.005

-0.01

T
05 -03 -01 01 03 05 07 09
E (Vvs Ag/AgCl)
Figura 16: Voltametria ciclicas das amostras de PEDOT:PSS Comercial em solugao

tampéo fosfato pH 6 com KCI e K3Fe(CN); (ferri) e sem ferri. Velocidade de varredura: 50

mV/s.

5.1.3 FT-IR

O espectro de infravermelho dos polimeros sintetizados pode ser
visualizado na Figura 17. O intervalo de comprimento de onda foi de 4000 a
400 cm™, entretanto somente seré apresentado o intervalo de comprimento de
onda de 1800 a 900 cm™, onde pode-se constatar as bandas caracteristicas

dos polimeros estudados.

Transmitancia(u.a)

1188 1024

1557
1494 1401 1295

T T T T T T T T T T
1800 1650 1500 1350 1200 1050 900
Numero de onda(cm™)

Figura 17: Espectroscopia de infravermelho para PPi/PSS 20%, PAni/PSS 20% e PEDOT/PSS
20%
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Através da andlise dos espectros de transmitédncia dos polimeros com
PSS foram identificadas duas bandas reduzidas em 1035 e 1004 cm™,
caracteristicas do PSS, que sdo atribuidas as vibracbes no plano e ao
estiramento assimétrico dos grupos SO¥, respectivamente (50). Acredita-se
que essa extensdo seja devido a alta massa molar do PSS, que acaba por
mascarar a verdadeira intensidade das bandas.

Nos espectros da PAni, observa-se que as bandas em torno de 1560 e
1490 cm™ apresentam intensidades proximas, com a banda em torno de 1490
cm™ um pouco mais intensas. A banda 1401 e 1295 cm™ est&o relacionadas ao
estiramento das ligacbes C=N e C-N da cadeia. Este fato indica que o polimero
esta parcialmente oxidado e parcialmente reduzido, o que esta de acordo com
0 esperado, tendo em vista que a PAni foi sintetizada em meio acido na sua

forma condutora sal esmeraldina.

O PPi apresenta bandas caracteristicas em 1554 e 1401 cm™ que s&o
atribuidas as vibracdes de estiramento do anel do pirrol. Em 1190 cm™ tem-se
a banda referente a vibragdo do estiramento que corresponde ao polipirrol
dopado.

Quanto ao espectro do PEDOT, as bandas 1518 cm™ (C=C), 1307 cm™
(C-C) séo referentes as ligacbes do anel tiofénico, enquanto que as bandas em
1188 e 1084 cm™ sdo referentes ao estiramento da ligacdo C-O-C do grupo

dioxietileno.

Desta forma, pode-se afirmar que PEDOT, PPi e PAni na sua forma
dopada foi sintetizada na presenca de 20% em massa de PSS.
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5.1.4 MEV

A andlise por microscopia eletrénica de varredura foi realizada nos
polimeros sintetizados na forma de pd, com a finalidade de observar a sua
morfologia.

As imagens ilustradas pela Figura 18 mostram a morfologia da PAni/PSS
20%. Como pode ser visto na Figura 18-A, aglomerados de particulas foram
formados dando origem a uma estrutura compacta, oferecendo menor area
superficial, comparado com uma estrutura mais aberta, que por sua vez pode
acabar dificultando a transferéncia de elétrons, e resultar em uma pior

performance do sensor.

Na Figura 18-B pode-se verificar o diametro de algumas das particulas
formadas, situadas entre 100 e 200nm. Ou seja, identifica-se a presenca de

nanoparticulas.

Mag= 1500KX EHT=1000kV

WMag= 100.00 K X EHT = 10.00 kv WD = 7.5 mm

Figura 18: Micrografias MEV da amostra de PAni.

Para as imagens do PPi (Figura 19), também podem ser observados
através de (A) aglomerados de nanoparticulas causando a formacgdo de
microparticulas. E devido a alta compactagdo da microestrutura, o transporte

de elétrons também pode ser dificultado e gerar um baixo sinal elétrico.
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IMag= 10000 KX EHT =10.00 kv

Figura 19: Micrografias MEV da amostra de PPi.

Quanto a amostra do polimero PEDOT sintetizado as imagens ilustradas
pela Figura 20 mostram uma morfologia mais aberta e com maior area
superficial, permitindo a transferéncia de elétrons de forma mais facilitada,
resultando em um desempenho melhor do sensor, o qual pode oferecer
maiores sinais elétricos. As formas angulosas das particulas vistas na Figura
20-B além de oferecerem maior area de contato, contribuem também na

imobilizacdo da enzima e antigeno

EHT=10.00kV ~ WD= 80mm Mag= 1500KX EHT=10

Figura 20: Micrografia MEV da amostra PEDOT sintetizado

A Figura 21 representa as imagens do PEDOT:PSS comercial. As

ilustracbes (A) e (B) mostram claramente um filme compacto e homogéneo, o
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qual ndo proporciona um satisfatorio fluxo de elétrons nem uma boa adeséo

dos componentes bioldgicos.

Figura 21: Micrografia MEV da amostra PEDOT:PSS comercial

5.2 Caracterizacdo dos biossensores

Para realizar as curvas de voltametria ciclica, o eletrdlito utilizado foi
tampéao fosfato de sodio pH 6 contendo cloreto de potassio (KCI) 0,1M, 27mM
de perdxido de hidrogénio 35% para o PEDOT/PSS e para o Polipirrol/PSS,
Polianilina/PSS e PEDOT:PSS comercial foi ainda adicionado ferricianeto de
potassio (KzsFe(CN)g) 5mM. A concentracdo de anticorpo HBsAg e ferricianeto

de potassio é mostrado na Tabela 2.

Tabela 2: Solucdes de analise com a respectiva variacdo dos componentes.

Presenca de Anticorpo HBCAg

(KsFe(CN)e) (Hg/mL)
Solugéo 1 NAO -
Solucgéo 2 SIM -
Solucéo 3 NAO 1
Solucéo 4 SIM 1
Solucgédo 5 NAO 0,5
Solucéo 6 SIM 0,5

32



Para a construcdo das curvas dos eletrodos foi aplicada a solugéo de
trabalho no eletrodo e foi executada a varredura apos 5 minutos. As Figuras 22,
23, 24 e 25 ilustram os resultados obtidos para os diferentes polimeros

estudados.

A figura 22 mostra que a corrente no pico a aproximadamente 0,4V foi
mais alta para a solucdo 6 (menor quantidade de anticorpo) que a solugédo 2
(sem anticorpo), mostrando que o sensor produzido com Polipirrol/PSS nao

apresentou sensibilidade na detecc¢ao do HBc.

Polipirrol / PSS

0.005

0.003 4

0.001 A
solucdo 2

-0.001 A

solucdo 4

j(Afcm?)

solucdo 6

-0.003 A

-0.005 A

-0.007 . . . . . .
05 03 01 01 03 05 07 09
E (Vvs Ag/AgCl)
Figura 22: Voltametria ciclicas das amostras de Polipirrol/PSS/HBcAg AH-39/HRPO em
solugdo tampao fosfato de sédio pH 6 com KCI, H,0, e K3Fe(CN)g . Velocidade de varredura:
50 mV/s.

O comportamento da Polianilina/PSS nao foi satisfatério quanto a
presenca das diferentes concentracdes de anticorpos HBcAg na solucéo de
analise, e ainda a eletroatividade do sistema diminuiu, como mostra a Figura
23, indicando que a camada de antigeno HBcAg AH-39 e a imobilizacdo da
HRPO podem estar atuando como isolantes para o transporte de elétrons da
reagcdo do peroxido de hidrogénio com a HRPO. O sensor sem anticorpo
mostrou maior eletroatividade, enquanto o sensor com 0,5 pg/mL de anticorpo
apresentou menor eletroatividade e o sensor com 1 pg/mL apresentou

eletroatividade intermediaria.
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Figura 23: Voltametria ciclicas das amostras de Polianilina/PSS/HBcAg AH-39/HRPO em
solugédo tampao fosfato de sédio pH 6 com KCI, H,0, e K3Fe(CN)g . Velocidade de varredura:
50 mV/s.

A Figura 24 apresentou um comportamento desejado para a deteccdo
dos anticorpos, pois as densidades de correntes e a eletroatividade foram
inferiores conforme o aumento da concentracdo de anticorpo. Como a ligacao
antigeno-anticorpo atrapalha e dificulta o reconhecimento do peréxido de
hidrogénio pela HRPO, detectando uma quantidade de peréxido de hidrogénio
inferior a detectada pela amostra sem antigeno, o sinal gerado acaba sendo
também inferior. O PEDOT/PSS apresentou-se capaz de diferenciar as

concentracfes de anticorpos de hepatite.

PEDOT / PSS

0.1
0.08 4
0.06 -
0.04 4
0.02 -

solucdo 1
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-0.02 +
-0.04 -
-0.06 -
-0.08 +

'01 T T T T T T
-05 -03 -01 01 0.3 05 0.7 09

E (Vvs Ag/AgCl)

solucdo 3

solucdo 5

Figura 24: Voltametria ciclicas das amostras de PEDOT/PSS/HBcAg AH-39/HRPO em solugao
tampéo fosfato de sédio pH 6 com KCI, H,O,. Velocidade de varredura: 50 mV/s.
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O PEDOT:PSS Comercial (Figura 25) também n&do apresentou o
comportamento desejado conforme a variacdo de anticorpo na solucao de
analise. O sensor sem anticorpo apresentou maior eletroatividade, porém o
sensor ndo apresentou sensibilidade para detectar as diferentes quantidades
de anticorpo da solucdo de analise, apresentando a mesma resposta

eletroquimica para ambas concentracdes.

PEDOT:PSS Comercial
0.035

0.025 ~

0.015

solucdo 2
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0.005
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-0.005 ~
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Figura 25: Voltametria ciclicas das amostras de PEDOT:PSS Comercial/HBcAg AH-39/HRPO
em solucao tampéo fosfato de sodio pH 6 com KCI, H,O, e KsFe(CN)g . Velocidade de
varredura: 50 mV/s.

Os resultados esperados para as voltametrias ciclicas sdo que com o
aumento da presenca de ligacOes antigeno-anticorpo, devido ao aumento da
quantidade de anticorpos presentes nas amostras analisadas, a eletroatividade

medida pela técnica de voltametria ciclica sofre um decréscimo.
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6 CONCLUSAO

Em relacdo a sintese, o método foi eficaz na formacdo dos polimeros
condutores e as andlises por espectroscopia infravermelho mostraram que o0s
polimeros se encontram em um estado de oxidag&o parcial. A condutividade
das amostras € baixa, porém os polimeros se mostraram capazes de seguir

para a etapa de imobilizacdo da enzima e atuarem como transdutores.

As amostras de PPi, PAni e PEDOT:PSS se mostraram mais eletroativas
na presenca do mediador ferricianeto, ja o PEDOT n&o teve um ganho

satisfatorio de eletroatividade que justificasse seu uso.

A morfologia das amostras de PAni e PPi apresentou aglomerados de
nanoparticulas formando uma estrutura muito compacta o que dificultou o
transporte de elétrons gerando um sinal elétrico baixo. Ja a morfologia do PPi
se mostrou mais aberta e com maior &area superficial, o que facilitou a
transferéncia de elétrons resultando em um desempenho melhor do sensor. O

PEDOT:PSS apresentou estrutura extremamente compacta e homogénea.

Quanto a caracterizacdo do biossensor, o conjunto que melhor reagiu as
solucdes de analise, dentre todos, foi o biossensor com PEDOT/PSS 20% que
apresentou o comportamento desejado para a detec¢do dos anticorpos. O
PEDOT/PSS é capaz de diferenciar as concentracdes de anticorpos de
hepatite, podendo ser utilizado para dar continuidade aos estudos e

desenvolvimento do protétipo.
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SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

e Testar outras concentracfes de antigeno-anticorpo;
e Testar outros métodos de sintese dos polimeros;
e Testar outras formas de imobilizagéo da enzima.

e Caracterizar PEDOT:PSS por FT-IR e comparar com 0s polimeros

sintetizados.
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