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Resumo

Este trabalho teve como objetivo desenvolver uma metodologia para a
producdo de biossensores amperomeétricos enzimaticos a partir da imobilizacdo da
enzima em polimeros condutores. Para isto, tiras testes constituidas por trés
eletrodos foram produzidas a partir da técnica de silk-screen utilizando pastas
condutoras de carbono e Ag/AgCl para a formagao do eletrodo de trabalho, contra
eletrodo e eletrodo de referéncia. Os polimeros estudados foram nanofibras de
polianilina (PAni) e de polianilina dopada com diferentes porcentagens em massa de
poliestireno sulfonado (PSS) os quais serviram de suporte para a imobilizagcado da
enzima horseradish peroxidase (HRP) na construgdo de um biossensor
amperométrico. A enzima imobilizada nos polimeros foi aplicada sobre o eletrodo de
trabalho e a partir dai o biossensor foi estudado. Inicialmente, os polimeros puros
foram caracterizados através de espectroscopia de infravermelho (FT-IR),
microscopia eletrénica de transmissdo (MET), condutividade elétrica e voltametria
ciclica. Apos a imobilizacdo da HRP nos diferentes polimeros sintetizados, testes
colorimétricos foram realizados a fim de estimar a atividade enzimatica antes e apés
a imobilizagdo, bem como a influéncia do substrato perdxido de hidrogénio nas
respostas colorimétricas. O método de imobilizagdo da enzima na matriz polimérica
foi avaliado através da lavagem dos sensores com diferentes solugdes para desta
forma, determinar a quantidade de enzima que ainda permanecia imobilizada apés
as lavagens. O método de cronoamperometria foi utilizado para caracterizar a
resposta elétrica do biossensor a adigdes sucessivas de peroxido de hidrogénio
determinando assim a sua sensibilidade e tempo de resposta. A amostra de PAni
com 20% em massa de PSS mostrou as melhores respostas colorimétricas e
amperomeétricas, apresentando uma resposta linear na faixa de 0,14 a 0,84 mmol de
peroxido de hidrogénio e um tempo de resposta de 10 segundos. Em geral, a
metodologia proposta se mostrou eficiente para a produgdo de biossensores

enzimaticos utilizando polimeros condutores.
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Abstract

The aim of this work is to develop a methodology for amperometric
enzymatic biosensors production through the immobilization of enzymes in
conducting polymers. For this, test strips consisting of three electrodes were
produced by silk-screen technique using conductive pastes of carbon and
Ag/AgCl to produce the work electrode, counter electrode and reference
electrode. The polymers studied in this work were nanofibers of polyaniline
(PAni) and polyaniline synthesized with different weight percentages of
poly(styrene sulfonate) (PSS) which were used as support for the immobilization
of the enzyme horseradish peroxidase (HRP) in the construction of an
amperometric biosensor. The enzyme immobilized in the polymers was applied
on the working electrode and then the biosensor was studied. Initially, the pure
polymers were characterized by infrared spectroscopy (FT-IR), transmission
electron microscopy (TEM), electrical conductivity and cyclic voltammetry. After
the immobilization of HRP in the different synthesized polymers, colorimetric
tests were conducted to estimate the enzyme activity before and after
immobilization as well as the influence of hydrogen peroxide in the colorimetric
tests response. The method of immobilizing the enzyme in the polymer matrix
was evaluated by washing the sensors with different solutions to thereby
determine the amount of enzyme that was still immobilized after washing. The
method of chronoamperometry was used to characterize the electrical response
of the biosensor to successive additions of hydrogen peroxide, thus determining
its sensitivity and response time. PAni with 20 wt% of PSS showed the best
colorimetric and amperometric responses, presenting a linear response ranging
from 0,14 to 0,84 mmol of hydrogen peroxide and a response time of 10
seconds. In general, the proposed methodology is efficient for producing

enzymatic biosensors using conducting polymers.
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nTRobUGAC [

1 INTRODUCAO

Com a descoberta dos polimeros condutores em 1977, surgiu uma nova e ampla
area de pesquisa, aplicando esta classe de polimeros nas mais diversas areas da
ciéncia. Estes materiais combinam as propriedades dos polimeros convencionais
com propriedades opticas e elétricas muito interessantes, permitindo sua aplicagao

em dispositivos como baterias, capacitores, sensores e até em musculos artificiais.

Um dos grandes avangos proporcionados pela descoberta dos polimeros
condutores foi o aprimoramento dos biossensores. Estes dispositivos sao
responsaveis pela detecgcao e quantificacdo de um determinado analito através de
reacdes quimicas que geram um sinal biolégico, o qual € convertido a um sinal
mensuravel que pode ser elétrico, Optico, calorimétrico, etc. Os polimeros
condutores, por serem biocompativeis, auxiliam tanto na imobilizagdo do elemento
sensivel na superficie do biossensor quanto na conversao do sinal biolégico em sinal

elétrico, a partir das suas propriedades condutoras.

Outra caracteristica importante e que auxilia na aplicagdo em sensores e
biossensores € a facilidade de sintese destes polimeros na escala nanométrica. Ao
utilizarmos polimeros condutores nanoestruturados na construgao de um biossensor,
estamos aumentando a area de contato entre a superficie do biossensor e a amostra
a ser analisada. Desta forma, respostas mais rapidas e precisas podem ser obtidas,

permitindo a producao de biossensores mais sensiveis.

A utilizacdo de polimeros condutores criou os chamados “biossensores de
terceira geracao” os quais sao simples, faceis de produzir e com grande potencial de
aplicacdo ja que os mais diversos biocomponentes (células, proteinas, enzimas,
anticorpos e etc.) podem ser imobilizados junto ao polimero para a detecgdo de
analitos que variam desde a glicose até DNA ou, mais recentemente, o cancer. No
entanto, a aplicagdo mais difundida e que ja se encontra no mercado desde 1975,

sdo o0s biossensores enzimaticos, em sua maioria de glicose (Figura 1).

Considerando o crescente aumento no indice de diabéticos no Brasil, ha
necessidade de desenvolver tecnologias nacionais que permitam a produg¢do dos
biossensores enzimaticos de glicose a baixo custo, tendo em vista que estes sao

1
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importados e caros, impossibilitando o monitoramento diario dos niveis de glicose

pela populagdo em geral.

ONETOUCH

| Ultra

S S -

Figura 1 - Biossensores comerciais de glicose.

Diversos estudos tém sido realizados nesta area ja que estes dispositivos
permitem o diagnodstico e acompanhamento de diversas doengas de um modo
simples e rapido através de um dispositivo pequeno e portatil, sem a necessidade de
analises clinicas laboratoriais. Porém, apesar de simples, ainda ha dificuldades no
desenvolvimento e producdo destes dispositivos utilizando materiais como, por

exemplo, os polimeros condutores os quais séo de baixo custo e biocompativeis.

Neste trabalho foi desenvolvida uma metodologia para imobilizagdo de enzimas
em polimeros condutores e sua aplicagao sobre uma tira teste. Primeiramente foram
discutidas algumas defini¢des importantes como polimeros condutores, enzimas e
biossensores. Em seguida, o procedimento experimental foi apresentado, indicando
0os materiais, equipamentos e metodologia utilizados, bem como as técnicas de
caracterizagcao dos polimeros sintetizados e das tiras produzidas. Por fim, serdao

apresentados os resultados, conclusdes e sugestdes para trabalhos futuros.

Deve-se destacar que este trabalho foi desenvolvido em cooperacdo com a
empresa FK Biotecnologia consolidando esta favoravel alianga universidade-

empresa a qual permite desenvolver pesquisa visando a inovagéao tecnoldgica.
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2 OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho € o desenvolvimento de uma metodologia para a
producdo de biossensores amperomeétricos enzimaticos baseada na utilizacdo de
polimeros condutores como suporte para a imobilizagdo da enzima, incluindo

também, a producao de tiras teste pelo método de silk-screen.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Polimeros intrinsecamente condutores

Os polimeros intrinsecamente condutores (PICs) foram descobertos
acidentalmente em 1977 por Hideki Shirakawa, no Instituto de Tecnologia de Toquio
através da exposigao do poliacetileno a agentes dopantes, tornando-o um condutor
elétrico intrinseco [1, 2, 3]. Desde entdo, uma variedade de aplicacbes comecgou a

ser pesquisada com base nas seguintes propriedades desta classe de polimeros [4]:

» Condutividade do polimero condutor puro ou de uma blenda do polimero
condutor com um polimero convencional. Aplicagdes como diodos emissores

de luz [5], transistores [6], etc.

» Nas propriedades eletroquimicas de oxi-reduc¢ao do polimero. Aplicacdes na
fabricagdo de janelas eletrocrémicas [7], dispositivos para armazenamento de

energia [8], musculos artificiais [9], tintas e revestimentos protetores [10], etc.

* Na morfologia e microestrutura do polimero. Aplicagdes como biossensores

[11], sensores de pH [12], sensores de gas [13], etc.

O grande interesse em estudar esta classe de polimeros deriva do fato destes
poderem combinar as propriedades mecanicas e processabilidade dos polimeros
convencionais com um comportamento elétrico, Optico e magnético semelhante ao
dos metais e semicondutores inorgéanicos [3, 14]. Com modificacbes quimicas
apropriadas, os PICs podem exibir um intervalo de condutividades desde
semicondutor até condutor, chegando a condutividades comparaveis a do cobre (10°
S/cm) (Figura 2) [4].

Os PICs caracterizam-se por possuirem ligagdes insaturadas conjugadas, ou
seja, uma alternancia de ligagdes duplas e simples ao longo da cadeia, formando
uma estrutura ressonante com deslocalizagdo dos elétrons 1™ a qual forma um

“‘caminho” para a mobilidade de cargas ao longo da cadeia [4, 14]. No entanto, PICs
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nao apresentam nenhuma condutividade no estado neutro. Sua condutividade

intrinseca resulta da oxidagao, redu¢cao ou dopagem da cadeia polimérica [15].

Cobre —— 10°

Mercﬂrin_} — s

— 10° A

Zermdnio A

Dopado —
— 10°? Poliacetileno
Polianilina

— Polipirrol

- 1o . .

Silicio ———» v Poli {(p-fenilenc)
L 10t Y
Polietilena ——3» | 14 v
Poliestireno > 1ot
a/ Sem?

Figura 2 — Comparacgao da condutividade dos PICs com alguns materiais [16].

Entre os polimeros condutores mais conhecidos destacam-se o poliacetileno,
o polipirrol, o politiofeno e a polianilina cujas estruturas estao representadas na

Figura 3.

/\

Poliacetileno g
Polipirrol Politiofeno
II-I H
|
—{—{: >7N %i :}—N — = H: :}—N —}—n
Polianilina

Figura 3 — Principais polimeros condutores [17].
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3.1.1 Mecanismo de Conducao

O primeiro modelo proposto para explicar a condutividade de polimeros era
baseado no “modelo de bandas”, semelhante aos semicondutores inorganicos. Este
modelo diz que, num cristal, como em um polimero, a interacdo entre celas unitarias
(ou meros da cadeia) com todos os seus vizinhos, leva a formagdo de bandas
eletrbnicas. Os niveis ocupados de mais alta energia constituem a banda de
conducéao (BC), e os niveis eletrbnicos vazios de mais baixa energia constituem a
banda de valéncia (BV). Estes dois niveis de energia estdo separados por uma faixa
de energia proibida, a qual é chamada de gap. A largura do gap determina as

propriedades elétricas intrinsecas do material (Figura 4) [18, 19].

Banda de
Condugdo

R
)
- Ga
= e o
c
w
Banda de
Valéncia
Isolante Semicondutor Condutor

Figura 4 — Esquema de bandas para materiais isolantes, semicondutores e condutores [19, 20].

Ainda por analogia aos semicondutores, o processo pelo qual o polimero
passa do estado isolante para condutor € chamado de dopagem. Pelo modelo de
bandas, a condutividade se da pela movimentagcdo de elétrons na banda de
conducédo (dopagem do tipo “n”, ou redugcédo do polimero) ou pela movimentagéo de
vacancias na banda de valéncia (dopagem do tipo “p”, ou oxidagdo do polimero).
Quando as bandas estdo completamente cheias ou vazias, ndo ha condugao [20,

21].

Nos polimeros conjugados, quando um elétron é removido por oxidagao da

banda de valéncia, uma vacancia (ou cation-radical) € gerada. Esta densidade de

6
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carga localizada que surge no polimero é chamada de polaron, e faz com que ocorra

uma deslocalizagdo parcial sobre algumas unidades monoméricas, causando uma
distorcdo estrutural local. Este processo causa a formacédo de bandas de energia

localizadas no meio do gap (Figura 5) [18].

Se um segundo elétron é removido por oxidagdo, podem-se ter duas
situacdes: este elétron pode ser retirado de um segmento diferente da cadeia dando

origem a mais um polaron, ou o elétron é retirado de um nivel polarénico ja

existente, levando a formagéo de um dication radical ou bipolaron [18, 19, 22].

E HI h

(a) (b)
Figura 5 - Modelo de bandas para um polimero condutor: a) polarons e b) bipolarons [18].

Tanto polarons como bipolarons podem mover-se ao longo da cadeia
polimérica através de um rearranjo das ligagcdes duplas e simples que ocorre em um
sistema conjugado, quando exposto a um campo elétrico (Figura 6) e é esta

movimentag&o que gera a condutividade elétrica dos PICs [21].

Segundo Matveeva [23], a condutividade ocorre devido ao salto dos
portadores de carga (polarons e bipolarons) entre as cadeias poliméricas. Neste
caso trés elementos contribuiriam para a mobilidade dos portadores: (A) o transporte
ao longo da cadeia do polimero; (B) o transporte entre duas cadeias adjacentes; (C)

o salto dos portadores entre duas particulas do polimero (Figura 7).
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Figura 7 - Possiveis saltos dos portadores de carga onde A indica o transporte dentro da molécula, B

o transporte entre as cadeias e C o transporte entre as particulas [16, 22].

Como dito anteriormente, para o polimero se tornar condutor, € necessario

passar pelo processo de dopagem. A dopagem ocorre através de métodos quimicos

de exposigao direta do polimero a agentes de transferéncia de carga (dopantes), em

fase gasosa ou em solugao, ou ainda por oxidagao ou redugao eletroquimica [25].

Os agentes dopantes quimicos sao fortes agentes oxidantes ou redutores e

podem ser moléculas neutras, compostos ou sais inorganicos que podem facilmente

formar ions, dopantes organicos e poliméricos [25]. Sua natureza e concentragéo

nao somente alteram a condutividade como também o transporte elétrico,

processabilidade, propriedades 6pticas e morfologia do polimero [3, 26, 27].
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Na dopagem de um polimero, ao contrario de um semicondutor, as impurezas

nao sao introduzidas nas cadeias, mas sim nas suas “vizinhangas” e a interacao
impureza-cadeia gera os chamados “defeitos carregados” localizados (polarons e

bipolarons), responsaveis pelo aumento da condutividade [4, 25].

A dopagem dos polimeros condutores difere da dopagem tradicional de
semicondutores ja que, além de adicionar ou remover elétrons, ha também
incorporagdo de contra-ions, como cations para dopagem tipo-p (remocédo de
elétrons da cadeia) ou anions para dopagem tipo-n (adicdo de elétrons na cadeia)
[28]. Desta forma, o polimero condutor no seu estado dopado possui tipicamente
cargas positivas (polarons ou bipolarons) ao longo da cadeia, as quais sao
balanceadas pela inser¢cdo dos é&nions. Existe uma grande variedade de
grupamentos quimicos que podem ser incorporados na cadeia polimérica, variando
desde anions simples como CI, HSO, e CIO4 até espécies como o p-
toluenosulfonato (p-TSA) e grandes polieletrélitos como o poliestireno sulfonado
(PSS) [20].

Outra diferenca significativa entre a dopagem dos PICs e dos semicondutores
esta na quantidade de dopante utilizada. Enquanto os semicondutores apresentam
“impurezas” que atuam como dopantes, da ordem de ppm, os PICs chegam a ter

50% em massa de dopantes [4, 28].

3.2 A polianilina

A polianilina (PAni) & o polimero condutor mais estudado nos ultimos 100 anos
devido as suas propriedades singulares como baixo custo do monbémero,
estabilidade quimica de sua forma condutora em condigdo ambiente, facilidade de

polimerizagao e dopagem e alto rendimento [3, 14, 29].

O termo polianilina na verdade se refere a uma classe de polimeros consistindo
de 1000 ou mais unidades repetitivas, cuja forma basica (ndo dopada) é dada pela
férmula geral representada na Figura 8, possuindo y e (1-y) unidades repetitivas das

espéecies reduzidas e oxidadas, respectivamente. As propriedades dos polimeros
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descritos por esta formula podem variar dependendo de dois fatores: grau de

oxidacao e grau de protonagao do polimero [30].

O estado de oxidagdo da polianilina pode, em principio, ser variado
continuamente desde o valor de y = 1, para um polimero totalmente reduzido,
contendo somente nitrogénios amina, até o valor de y = 0 no caso do polimero
totalmente oxidado, contendo somente nitrogénios imina [3, 31]. Além destes
estados de oxidagdo, existe um estado intermediario conhecido correspondente ao
valor de y = 0,5. Estes trés estados de oxidagdo sdo bem definidos e possuem
propriedades fisicas e quimicas bem distintas, sendo conhecidos como

leucoesmeraldina (y = 1), esmeraldina (y = 0,5) e pernigranilina (y = 0).

OFOHOOmf-

— — X
Figura 8 - Estrutura geral da PAni [16].

O atomo de nitrogénio imina de qualquer uma das espécies de polianilina
citadas acima pode ser totalmente ou parcialmente protonado, dando origem aos
sais correspondentes, sendo que o grau de protonagdo do polimero basico depende
de seu estado de oxidagéo e do pH do acido empregado na sintese [31, 32]. Porém,
dentre todas as formas possiveis de estado de oxidagao e protonacao da polianilina,
somente a forma oxidada e protonada, conhecida como sal esmeraldina, é

condutora [33].

A PAni é o unico polimero condutor que pode ter suas propriedades elétricas
reversivelmente controladas e alteradas, tanto por alteragdo no estado de oxidacao,
quanto pelo grau de dopagem ou protonagcdo [31]. Desta forma, pode ser
transformada em condutora através de dois métodos: oxidacdo (quimica ou
eletroquimica) da leucoesmeraldina base (Figura 9, Reag¢ao 1) ou ent&o, protonagéo

da esmeraldina base através de reagbes acido-base (Figura 9, Reacdo 2). Em

10
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ambos 0s casos ocorre inser¢cao de contra-ions na cadeia polimérica e, desta forma,

a polianilina condutora pode ser caracterizada como um sal (polication com um
anion por unidade repetitiva) [14]. Esta facilidade de conversdo entre as formas

basicas torna a polianilina um grande potencial em aplicagdes tecnoldgicas.

stado reduzido estado oxidado

desprotonado L/ _,J

leucoesmeraldina base esmeraldina hase

Reacéo 1
iisolante) w\ lisolante)
2H H pKa=5.5 \ oH" “ pKa= 2.5
Reagéo 2
estado ' N l NE
protonado
Ieucoesmeraldma protonada esmeraldina protonada
lisolante) (condutora)

Figura 9 - Estruturas ideais da PAni [16].

A dopagem da PAni por protonagédo utilizando-se diversos acidos ocorre
através de uma reacao redox interna, isto €, sem alteragdo no numero de elétrons
associados a cadeia polimérica, apresentando a vantagem de ser reversivelmente
desprotonada. Sais de metais de transicdo e agentes redutores fortes também
podem ser utilizados como dopantes [28]. O resultado € uma banda parcialmente
ocupada e um estado metdlico onde ha uma carga positiva em cada unidade
repetitiva (proveniente da protonagado) e um contra-ion associado (por exemplo, CI',
HSO,, etc.) [14].

Estudos sugerem que a protonagao da polianilina ndo é homogénea, mas que
ocorre a formagdo de dominios completamente protonados, que originam ilhas
metalicas embebidas em regides nao protonadas isolantes [3, 34]. Outra proposi¢ao
existente afirma que o fator determinante na condutividade elétrica da polianilina é a
resisténcia interparticulas, ou seja, a resisténcia ao transporte de elétrons n&o é
resultante de efeitos intra ou intermoleculares [3].

11
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3.2.1 Sintese

Existem diversos métodos para sintetizar polianilinas, como polimerizagao
quimica, eletroquimica, fotoinduzida e catalisada por enzimas [35], no entanto, os

dois primeiros métodos sdo os mais utilizados.

Utilizando-se um agente oxidante quimico apropriado, a PAni pode ser
sintetizada quimicamente na forma de p6 ou entdo, na forma de filmes finos pela

oxidacéao eletroquimica do monémero sobre eletrodos de diferentes materiais inertes

3].

A sintese eletroquimica ¢é realizada em meio acido contendo altas
concentragcdes de anilina e pode ser feita mediante um potencial estatico, em geral
com um valor entre 0,7 V e 1,2 V (versus ECS) ou por voltametria ciclica, com o
potencial sendo ciclado entre -0,2 V e 1,2 V (versus ECS) com velocidades de
varredura variando entre 10 e 100 mV.s™ (Figura 10) [3, 28]. Este método possui a
vantagem de n&o necessitar de agente oxidante ou iniciador e, além disto, permite a

formagéao de filmes finos com um polimero com maior grau de pureza [3, 35].

A sintese quimica também ocorre em meio acido sob a agdo de um agente
oxidante, ocorrendo precipitacdo do polimero na forma de um po verde, dopado com
o acido utilizado na sintese. Este método tem a grande vantagem de produzir um
polimero de alto peso molecular e em grandes quantidades [3]. Além disso,

possibilita a producdo em larga escala e, portanto a industrializagéo [17].

Uma grande variedade de agentes oxidantes e acidos dopantes podem ser
utilizados sendo os sistemas mais comuns compostos de persulfato de aménio ou
cloreto férrico como agentes oxidantes e solugbes de acidos inorgénicos (HCI,
H,SO,4, HCIO4) como dopantes. O grupo funcional presente no acido dopante
(inorganico, orgéanico ou poliacido), tem grande influéncia sobre a solubilidade,

dispersao, condutividade elétrica, etc. da polianilina sintetizada [3, 29].

12
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Figura 10 - Voltamograma ciclico da polianilina em meio &cido no intervalo de sintese, mostrando as

cores dos diferentes estados de oxidagao [28].

Além do dopante, diversas outras variaveis sao determinantes na morfologia e
propriedades finais do polimero. Em particular, uma relacdo importante na
polimerizagdo € a razao molar monémero/oxidante, expressa como o0 parametro K
(Equacéo 1) [28]:

— 2’5nan (1)

NoxNe
onde na, € 0 numero de mols de anilina, nyx € 0 numero de mols do oxidante e ne € 0
numero de elétrons envolvidos na redugcdo do oxidante. A constante 2,5 € o valor

médio de elétrons perdidos por mol de anilina.

O rendimento da reacdo e as propriedades do polimero final sdo diretamente
afetados por este parametro. Estudos anteriores demonstraram que quanto maior o
valor de K, maior a condutividade da polianilina, € menor o rendimento da reagao
[16]. Além disto, um excesso de oxidante pode resultar em degradagao do polimero

resultante [3, 29].

Devido a facilidade e diversidade dos métodos de sintese, a polianilina pode
ser preparada para apresentar determinadas caracteristicas, dependendo do

dopante e das condi¢cdes de sintese utilizadas. Por exemplo, um polimero de
13
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elevada estabilidade térmica pode ser obtido quando sintetizado na presenga de

acido fosférico ou entdo, quando se utiliza poliacidos como dopantes, a polianilina

pode se manter dopada inclusive em valores de pH basicos [3].

3.2.1.1 Nanoestruturas

A estrutura e morfologia da PAni dependem ndo sé do método de sintese,
mas também da dopagem e das condi¢cées de processamento do polimero. Desta
forma, um numero grande de estruturas amorfas e cristalinas e morfologias podem

ser obtidas devido a variedade de métodos de sintese e dopantes existentes [3].

Polimeros condutores nanoestruturados tém recebido grande interesse nos
ultimos anos nas areas cientifica e tecnoldgica, ja que combinam as vantagens de
um condutor organico com sistemas de pequena dimensdo, criando boas

propriedades fisico-quimicas e diversas aplicagdes promissoras [36].

Com a morfologia em escala nanométrica, tém-se um relativo aumento da
area superficial, maiores interacbes do polimero com o meio e, portanto
desempenho superior quando comparado a polimeros obtidos por sintese
convencional, principalmente em sensores quimicos, nanocompasitos, entre outras

aplicagdes que exigem maior sensibilidade e interagdo com o meio-ambiente [37].

A sintese da polianilina em escala nanométrica tem sido extensivamente
estudada nos ultimos anos e diversas aplicacbes foram propostas e estudadas. A
polianilina em nanoestruturas possui maior organizacdo, apresentando melhor
resisténcia mecanica, valores de condutividade mais altos e € mais faciimente
dispersa em solventes [28, 38]. Dentre as principais aplicacbes destacam-se os

sensores quimicos [39], coldides [40] e biossensores [41, 42].

Através da sintese convencional da polianilina, utilizando-se elevadas
concentragdes de anilina e agente oxidante, sdo obtidos particulados de tamanhos
irregulares, como mostrado na Figura 11. A formacéo do polimero pode ser feita
através de sua auto-nucleagdo (nucleagdo homogénea) ou nucleagdo sobre
superficies (nucleagao heterogénea), que é o método mais comum de crescimento.

A nucleagdo homogénea requer alta pureza dos reagentes e condi¢gdes controladas,
14
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ja que qualquer impureza presente no meio reacional leva a nucleagao heterogénea,

na qual o crescimento do polimero ocorre a partir desta impureza (método seed)
[28].

Mondmero

Figura 11 — Evolugdo do crescimento da polianilina durante a sintese convencional, explorada por
MET. (A) nanofibras sdo produzidas nos primeiros estagios; (B) e (C), crescimento e aglomeragéo ao
redor das fibras [28].

Como pode ser visualizado na Figura 11, nanofibras de polianilina se formam
espontaneamente no inicio da reagdao, comprovando que esta estrutura € intrinseca
ao polimero, ou seja, forma-se naturalmente nos primeiros minutos de reagao. Desta
forma, ndo ha necessidade de utilizarem-se métodos de sintese especiais como, por
exemplo, o uso de zedlitas [43] e surfactantes [44] para a obtencdo de
nanoestruturas, basta controlar as condi¢gdes de sintese, como tempo de reacgéo,

agitacéo e concentragao dos reagentes.

Diferentes métodos de sintese foram propostos tendo como objetivo suprimir
o crescimento secundario das nanofibras formadas no inicio da reacdo. Um destes
métodos € conhecido como sintese interfacial (Figura 12) [45]. Nesta sintese, a
polimerizagdo ocorre na interface de um sistema bifasico composto de agua

(contendo o agente oxidante) e solvente organico (contendo o monbémero). As
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nanofibras se formam na interface e migram para a fase aquosa por serem

hidrofilicas e, com a auséncia de agente oxidante, ndo crescem, mantendo-se em
escala nanométrica.
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Figura 12 - llustragéo da sintese interfacial. a) uma interface é formada entre a fase orgéanica e a fase
aquosa. b) nanofibras se formam na interface e migram para a fase aquosa (superior). ¢) nanofibras

se acumulam na fase aquosa [45].

Outra maneira de prevenir o crescimento secundario € parar a polimerizagao
assim que todas as nanofibras se formam. Isto € possivel através da agitagao rapida
das solugdes de mondmero e oxidante, ja que todas as moléculas sdo consumidas
rapidamente, evitando excesso de reagentes para crescimento posterior das

nanofibras [36, 45]. Chamaremos este método de sintese de adigdo rapida de
reagentes (Figura 13).

a) _ b) c)

Figura 13 - llustragédo da sintese por adigao rapida. a) a solugéo oxidante é rapidamente adicionada a
solugéo contendo anilina. b) uma solugdo homogénea ¢é obtida, onde toda a anilina e oxidante estéo
bem distribuidos por toda a solugdo. c¢) todos os reagentes sdo consumidos na formagao das

nanofibras [45].
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A polianilina sintetizada pelos métodos citados tem excelente dispersibilidade

em agua devido a sua morfologia nanofibrilar e, quando forma-se um filme por
solugéo (casting) desta dispersao sobre um substrato, uma rede de nanofibras é
obtida [36].

3.2.2 Processabilidade

Devido as suas ligagdes conjugadas, os PICs tem uma estrutura muito rigida,
o que torna dificil a solubilizacdo, fusdo e deformacgao termoplastica do material,
principalmente no estado dopado [46]. Neste aspecto, a PAni tem se destacado
entre os outros polimeros condutores pois, de acordo com o tipo de sintese
empregada e suas condigdes, a PAni pode ser processada por uma variedade de
técnicas, dentre elas, filmes por solugdo (casting), filme-gel, blendas poliméricas,

polimerizagao quimica in situ e filmes depositados eletroquimicamente [3].

O sal esmeraldina sintetizado pelos métodos comuns e dopado com acidos
inorganicos é tipicamente amorfo, infusivel e insoluvel em solventes inorgénicos,
organicos e em agua [47]. Alguns dopantes podem conferir certa solubilidade a
polianilina, como bases de Lewis (AICI;, SnCls, FeCls), em acetonitrila e outros
solventes porém, a conformacao das cadeias poliméricas € alterada, o que se reflete
na formacao e qualidade dos filmes [28, 47]. Outra alternativa para melhorar a
processabilidade da PAni na sua forma dopada, € utilizar métodos de sintese

diferentes como polimerizagdo em emulsao ou sintese de polianilina coloidal [47].

Como dito anteriormente, a PAni sintetizada na forma de nanofibras possui
excelente dispersibilidade em agua na sua forma dopada. No entanto, apesar da
facil sintese e boas propriedades, a baixa solubilidade deste polimero em solventes
comuns e nao toxicos, além de pobres propriedades fisicas e mecanicas, dificultam

sua aplicagao industrial [48, 49, 50].

Para superar estes problemas estuda-se a formacdao de compdsitos com
outros materiais. Uma das possibilidades é misturar a PAni com polimeros isolantes
como o poli(metilmetacrilato) (PMMA) [50] ou poli(vinil alcool) (PVA) [49], em
diferentes porcentagens em peso, formando blendas. Outra possibilidade consiste
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em utilizar polieletrolitos como o poli(acido acrilico) (PAA) [51] ou poliestireno

sulfonado (PSS) [52] como dopantes e matriz para a PAni através de técnica

conhecida como polimerizagao in situ [48].

Quando um polieletrdlito € utilizado como dopante ao invés de um acido
inorganico, a estabilidade quimica e as propriedades elétricas da PAni ficam
preservadas ja que o poliacido € imével e dificimente se desloca da cadeia
garantindo maior estabilidade quimica [17, 52]. A Figura 14 ilustra a estrutura

quimica da PAni dopada com PSS.
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Figura 14 — Estrutura quimica da PAni dopada com PSS [27].

3.3 Enzimas

3.3.1 Nogdes gerais

As enzimas sao, por definicdo, proteinas com extraordinaria capacidade de
catalisar reagdes biolégicas com um alto grau de especificidade. Sdo constituidas
por aminoacidos, unidos por ligagcbdes peptidicas que determinam a sua estrutura. A

sequéncia e organizagcao desses aminoacidos resultam na estrutura tridimensional
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que por sua vez, é responsavel pela especificidade e atividade da enzima como

catalisador [53].

Como todos os outros catalisadores, as enzimas aumentam a velocidade de
determinadas reagdes diminuindo sua energia de ativagdo através da ligagéo
temporaria a um ou mais dos reagentes que catalisam, formando complexos
intermediarios, sem alterar o equilibrio da reacao [53]. Ao formar estes complexos,
ocorre 0 abaixamento da energia de ativagdo necessaria para que a reagao ocorra,
aumentando assim a velocidade da reagdo (Figura 15). Algumas enzimas s&o

capazes de aumentar a taxa de certas reacdes cerca de 10" vezes [54, 55].

M
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sem enzima

Energia de
ativacao (Ea)
sem enzima

-% com " Ener gia de

z S enzima ativacao (Ea)

[~ | COMm enzima

[1T] o "

Energia liberada
durante a reacao

(AG)

P

Tempo
Figura 15 — Representagéo da energia de ativagdo (Ea) de uma reagéo nao enzimatica e uma reagéo

enzimatica. AG — energia livre de Gibbs, S — substrato e P — produto [56].

Embora a enzima participe da sequéncia da reagao, ela ndo sofre nenhuma
transformacado. Desta forma, poucas moléculas de enzima sdo capazes de catalisar

a conversao de milhares de moléculas de substrato a produto [56].

A caracteristica principal das enzimas que as diferem dos catalisadores
sintéticos é a sua alta especificidade pelos seus substratos, de forma que em uma
reacao catalisada por enzimas ndo ha formacado de produtos laterais [31]. Além

disto, as reagdes catalisadas por enzimas podem ocorrer em condi¢cdes suaves de
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temperatura, pH e pressdo, ao contrario daquelas reagbes catalisadas por

catalisadores sintéticos.

As enzimas podem ser produzidas, industrialmente, a partir de diversas
fontes. Podem ser extraidas de animais ou plantas, porém, as principais fontes sao
0s microrganismos. A producdo a partir de fungos e bactérias permite a reducgéo de
custos de produgao, por serem uma fonte de mais facil reposi¢cao através de uma

origem segura e por oferecerem enzimas de alta pureza [57].

Atualmente, muitas industrias utilizam enzimas como catalisadores, como por
exemplo, no setor alimenticio, tratamento de couro, produgcdo de detergentes,

analises quimicas e clinicas, etc.

3.3.2 Atividade enzimatica

A caracteristica de uma reagao catalisada enzimaticamente € que ela ocorre
no interior dos limites de uma cavidade, ou fenda, na estrutura molecular da enzima,
chamada centro ativo. A molécula que se liga ao centro ativo e que sofre a agdo da
enzima é chamada de substrato e a habilidade com que a enzima se liga ao
substrato se denomina atividade biologica [54, 55, 58]. Para ser reconhecida como
substrato, a molécula deve possuir a forma apropriada para acomodar-se no centro
ativo e grupos quimicos capazes de se ligarem aos grupos quimicos ali presentes.

Dai vem a alta especificidade das enzimas [54, 57].

Para serem ativas, algumas enzimas ndo requerem nenhum outro grupo
quimico além daqueles presentes em sua estrutura. Outras requerem componentes
quimicos adicionais chamados cofatores, os quais podem ser um ou mais ions
inorganicos (Fe?*, Mg®*, Mn?*) ou uma molécula organica complexa chamada, neste
caso, coenzima. Algumas enzimas requerem ambos, coenzima € um ou mais ions
metalicos, para exibirem sua atividade. Uma coenzima (ou ion inorganico) que esta

covalentemente ligada a parte proteica da enzima é chamada grupo prostético [54].

A atividade enzimatica vai depender da estrutura da proteina, isto é, do
numero de cadeias peptidicas e arranjo destas cadeias na molécula, da natureza do

substrato e ainda, se existir, da natureza do grupo prostético [55, 58]. A atividade
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enzimatica é afetada também, por fatores como a presenca de inibidores, pH e

temperatura. Esses fatores podem aumentar, diminuir ou até mesmo suprimir a

velocidade da reacao catalitica [53].

A determinacdo quantitativa da atividade enzimatica envolve a medida da
velocidade da reacgao. Por definicdo, “uma unidade internacional (Ul) de atividade é
a quantidade de enzima que catalisa a transformac¢ao de 1 micromol de substrato ou
a formacéo de 1 micromol de produto por minuto”, nas estabelecidas condigdes do
ensaio (temperatura, pH, concentracdo do substrato). A atividade especifica é

expressa em termos de atividade por miligrama de proteina (Ul/mg) [55].

3.3.3 Especificidade enzimatica

O conceito de que as enzimas formam complexos intermediarios com seus
substratos foi primeiramente articulada no final do século XIX. Nesta época Emil
Fischer estudava a especificidade enzimatica e propds, em 1984, que as enzimas
eram estruturalmente complementares a seus substratos, de tal forma que eles se
ajustariam perfeitamente, como “chave-fechadura” [55, 59]. De acordo com este
modelo, o sitio ativo da enzima e o substrato possuem formas geométricas
semelhantes. Dessa forma, o substrato (chave) se encaixa perfeitamente ao sitio
ativo da enzima como se este fosse rigido analogamente a uma fechadura (Figura
16, (A)). Conforme esse modelo, cada enzima agiria sobre um nimero muito limitado

de compostos [55, 56].

Porém, sabe-se que este modelo ndo corresponde a realidade visto que a
flexibilidade da estrutura enzimatica € um dos fatores que permite que moléculas
estruturalmente semelhantes apresentem conformacgdes e orientacbes relativas
distintas no sitio de ligagao do receptor e, em consequéncia, afinidades e atividades
também diferentes [57, 60].

Desta forma, foi proposta outra hipotese para a alta especificidade enzimatica,
conhecida como teoria do encaixe induzido. Esta teoria considera a capacidade do
substrato de selecionar ou induzir uma mudanga conformacional na subunidade da

enzima com a qual interage, isto €, posiciona residuos de aminoacidos em uma
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posicao espacial correta para a ligagao do substrato (Figura 16, (B)). Esta mudancga

conformacional pode ser transmitida as subunidades vizinhas, induzindo na enzima
a conformacéao responsavel pelo processo catalitico [60]. Desta forma, o centro ativo
nao precisa preexistir de uma maneira rigida devendo, contudo, existir em um
arranjo espacial especifico, o qual pode ser induzido pelo contato com o substrato
[58].

(A) + S o

(B) + S : v

Figura 16 — Mecanismos de agao enzimatica segundo o modelo “chave-fechadura” (A) e a teoria do

encaixe induzido (B) [57].

De acordo com a teoria do encaixe induzido, a enzima € capaz de reconhecer
uma ou um conjunto de conformagbdes do substrato. Este, ao provocar uma
mudanc¢a conformacional na enzima, pode estar induzindo-a a adotar a conformacao
responsavel pelo seu reconhecimento. Assim como a enzima, o substrato tem a sua
conformacgao tensionada e distorcida. Este € o mecanismo que leva a alta eficiéncia

da catalise produzida pelas enzimas [57].

3.3.4 Classificacao

Muitas enzimas tém sido nomeadas pela adicao do sufixo “ase” ao nome do
seu substrato, ou a palavra ou frase que descreve sua atividade. Desta forma, a
urease catalisa a hidrélise da ureia e a peroxidase catalisa a redugdo do peroxido.
Algumas vezes uma enzima possui dois nomes ou duas enzimas diferentes

possuem o mesmo nome. Devido a tais ambiguidades e ao crescente numero de
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enzimas recém-descobertas, por acordo internacional, foi adotado um sistema para

nomear e classificar as enzimas [54].

A classificagdo consiste em dividir as enzimas em seis grandes classes de
acordo com as reacbes que catalisam e cada classe se divide em subclasses

conforme o tipo de reagao catalisada (Tabela 1).

Tabela 1 — Classificagao internacional das enzimas [54, 56].

N° Classe Tipo de reacédo catalisada

Reacdes de oxirredugao

1 Oxidorredutases Transferéncia de H, O ou elétrons

2 Transferases Reacdes de transferéncias de grupos entre moléculas
3 Hidrolases Reacdes de hidrélise
4 Liases Reacdes de adicéo de_ grupos em ligacdes duplas e
vice-versa

Transferéncia de grupos dentro da mesma molécula

5 Isomerases .
para formar isbmeros

6 Ligases Formacgéao de ligagdes C-C, C-S, C-O e C-N

As oxidorredutases, grupo de interesse neste trabalho, sdo subdivididas

conforme o grupo prostético: flavina, quinona, heme ou cobre [61].

A classe das oxidorredutases € muito interessante e tem sido bastante
aplicada na construcdo de biossensores amperométricos, ja que catalisam uma
reagao quimica redox, envolvendo a transferéncia de elétrons. Os trés grupos de
oxidorredutases mais utilizados para este fim s&o as oxidases, desidrogenases € as

peroxidases [61].
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3.3.4.1 Peroxidases

As peroxidases sao proteinas do grupo das oxidorredutases capazes de
catalisar a redugdo de peroxidos como, por exemplo, peroxido de hidrogénio, e a
oxidagdo de uma variedade de compostos organicos e inorganicos. Seu peso
molecular varia de 30 a 150 kDa [62, 63].

Esta classe de enzimas pode ser classificada de acordo com a fonte de onde

a peroxidase é extraida [31, 62] em:

Classe | — enzimas intracelulares (por exemplo, ascorbato peroxidase);

Classe Il — enzimas secretérias de origem fungica (por exemplo, lignina
peroxidase);
Classe lll — enzimas secretérias de plantas (por exemplo, peroxidase de raiz

forte ou horseradish peroxidase).

Uma das fontes vegetais mais ricas em peroxidases € o tubérculo de
Armoracia rusticana, conhecida pelo nome usual de “horseradish” e que se
assemelha bastante a chamada “raiz forte” dos estados do sul do Brasil ou ainda ao
‘rabanete” [31]. Deste tubérculo é extraida a enzima horseradish peroxidase ou

peroxidase de raiz forte (HRP).

A HRP é uma glicohemeproteina, sendo na realidade, uma mistura de mais
de 30 isoenzimas, usualmente classificadas como acidas, neutras ou basicas.
Possui dois ions Ca** e uma porcdo Ferriprotoporfirina 1X (Figura 17 (A)), ndo
covalentemente ligada a cadeia polipeptidica, que forma o centro ativo da enzima. O
conteudo de carboidrato constitui, aproximadamente, de 18% a 22% da massa molar
total, 40 - 45 kDa [31, 61, 64]. A Figura 17 (B) ilustra a representagao tridimensional
da HRP.
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Figura 17 — (A) Centro ativo de uma heme peroxidase, grupo Ferriprotoporfirina IX ou Hemina, (B)
Representacao 3D da HRP. Na regido central da molécula é possivel observar a estrutura

ferriprotoporfirina IX e nas porcdes inferiores e superiores os dois cations Ca®" - esferas escuras [61].

O mecanismo catalitico da HRP tem sido amplamente estudado e ja esta bem
estabelecido, podendo ser dividido em 3 etapas, representadas pelas Equacdes 2 a

4 e que estéao ilustradas na Figura 18.

HRP (Fe**) + H,0, —s  Composto | + H,0 (2)
Composto | + AH —>  Composto Il + Ae (3)
Composto Il + AH —> HRP (Fe**) + A« + H,0 (4)

Conforme a Figura 18 e a Reagado 1, na primeira etapa o grupo prostético
heme da HRP [HRP (Fe®")] sofre oxidacgéo pelo H,O,, resultando na formagao de um
intermediario instavel, chamado Composto |I. Na presenca de doadores fortes de
elétrons (AH), o Composto | € convertido em Composto Il, produzindo um radical

livre do substrato correspondente (A¢), conforme representado na Reagéao 2.

Na ultima etapa (Reagao 3), o Composto Il, com a participacdo do doador de

elétrons, € convertido na forma nativa da enzima [31, 61, 63, 65].

O excesso de H,O; pode inibir o ciclo catalitico normal, assim, o Composto Il
passa a forma de Composto Ill, que por perda de oxigénio pode chegar ao

Composto IV, o qual pode reagir com H,O, e retornar a forma de Composto Il. Este
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caminho, além de apresentar uma velocidade de reagcdo bem inferior, ainda

apresenta um agravante que € a possibilidade de o Composto Il passar a uma forma

inativa irreversivel, ocasionando a perda total da atividade enzimatica [64, 65].
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Figura 18 — Mecanismo geral do ciclo catalitico da HRP na presenga do H,O,. AH representa o

substrato redutor e A+ o radical formado [61, 64].

Os substratos que reduzem os Compostos | e |l sdo chamados “substratos
redutores” e sao, principalmente, da classe dos fendis e naftéis (pirogalol,

hidroquinona, etc...) e aminas aromaticas (anilina, benzidina, etc...) [31, 64].

As peroxidases possuem varias aplicagbes interessantes em diversos
campos. Estas enzimas estdo envolvidas na degradagdo de compostos aromaticos
e, portanto, podem ser utilizadas na remocédo de contaminantes e poluentes. Além
disto, podem ser utilizadas como antioxidantes e na sintese de polimeros, dentre
outras diversas aplicagdes [63]. Porém, a aplicagdo mais importante esta nos
diagndsticos analiticos, onde as peroxidases sao componentes chaves de

biossensores e imunoensaios [65, 66].
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Nos biossensores, as peroxidases sao utilizadas na detecgcdo e

monitoramento do seu substrato, peroxido de hidrogénio. Este, devido ao seu alto
poder oxidante, € utilizado em varios campos industriais, particularmente nas
industrias téxteis, de alimento ou na area de tratamento de efluentes, onde atua

como esterilizante, alvejante e oxidante.

O peroxido de hidrogénio também ¢é produto da reagcdo de outras
oxidorredutases. Utilizando a peroxidase em conjunto com estas enzimas, € possivel
realizar a dosagem de compostos de importancia clinica, dentre eles, glicose e

colesterol [31].

3.3.5 Processos de imobilizacdo de enzimas

Embora as enzimas apresentem inuUmeras vantagens como catalisadores e
também na quantificacdo e monitoramento de analitos, o custo da sua utilizacdo na
forma pura inviabiliza sua aplicacdo. Neste caso, uma possivel solucdo € a
imobilizacdo da enzima em suportes insoluveis, permitindo a sua reutilizacdo varias
vezes. Além disto, com a imobilizagdo ha um aumento da estabilidade da proteina
devido ao menor grau de liberdade, menor sensibilidade a interferentes e maior

estabilidade quanto as mudancas de pH e elevagao de temperatura [57].

A aplicagdo mais comum das enzimas e que exige a escolha correta do
método de imobilizacdo e de um suporte adequado €&, sem duvida, a de
biossensores enzimaticos, cuja definicdo sera discutida mais a frente. Neste caso, a
enzima é imobilizada sobre um eletrodo e a imobilizagdo devera satisfazer alguns

pré-requisitos [67]:

Imobilizagao eficiente e estavel da biomolécula sobre a superficie
do transdutor;

e Retengao das propriedades bioldgicas;

e A enzima devera ser compativel e inerte frente ao seu suporte;

e Acessibilidade ao substrato apds a imobilizagao.
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Na construgdo de um biossensor enzimatico, o processo de imobilizagédo é

uma etapa critica e tem como objetivo promover um contato intimo entre a enzima e
o eletrodo, mantendo sua atividade e permitindo a difusdo de substrato e produto
para dentro e para fora da camada catalitica. A imobilizacdo de enzimas sempre
resulta em um decréscimo de sua atividade catalitica, porém prolonga o tempo de
meia-vida deste biocomponente. A atividade do biocomponente imobilizado depende
da area superficial, porosidade e carater hidrofilico do suporte, assim como das

condigdes de reagao e método de imobilizagéo [68].

O suporte ideal para a imobilizacdo de enzimas deve ser insoluvel em agua,
se ligar facilmente a enzima e ser inerte quimicamente. Nos ultimos anos, inUmeros
artigos tém sido publicados indicando os polimeros condutores como suportes
apropriados para a imobilizacdo de enzimas sobre eletrodos, visto que proporcionam
um ambiente adequado e facilitam a interacdo da enzima com a superficie do
eletrodo [69].

Os principais métodos de imobilizagdo enzimatica s&o adsorgéo fisica, ligagao
covalente, entrapment e confinamento. A Figura 19 ilustra estes métodos de
imobilizacdo. A selecdo do método mais adequado dependera primeiramente do

suporte a ser utilizado e também do uso pretendido e da aplicagao [70].

3.3.5.1 Adsorcéo Fisica

Este € um dos métodos de imobilizagdo mais utilizados devido a sua
simplicidade. A enzima € imobilizada em um suporte sélido, onde estdo envolvidas
ligacbes, em sua maioria de natureza eletrostatica como ligacbes de hidrogénio,
ligagcbes idnicas e forgcas de van der Waals, as quais ocorrem entre 0s grupos
superficiais do suporte e os grupos superficiais da enzima. Estas forcas sdo muito
fracas, porém, em grande quantidade, permitem uma ligagao razoavel com o suporte
[70, 71].
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Figura 19 — llustragdo esquematica dos métodos de imobilizagado enzimatica sobre um suporte. (A)

adsorgao fisica, (B) ligagao covalente, (C) entrapment e (D) confinamento [57].

O processo de imobilizagdo consiste em misturar o componente bioldgico e o
suporte, sob condi¢gdes adequadas de pH, forga ibnica, dentre outras, por um
periodo de incubagdo seguido pela coleta do material imobilizado e extensiva
lavagem para remover os componentes bioldgicos nao ligados [70]. A imobilizagao
também pode ocorrer por simples imersao do suporte em uma solucédo que contenha
0 biocomponente, porém por este método, apenas uma monocamada de material

biolégico é imobilizada, limitando a faixa de resposta do biossensor [72].

A literatura exibe varios exemplos onde se utiliza este método de imobilizagao
na construcdo de biossensores. Jin et al. estudaram a imobilizacdo de horseradish
peroxidase por adsorcdo fisica em membranas de quitosana [73]. Shin et al.
desenvolveram um biossensor de glicose pela adsor¢do da enzima glucose oxidase

sobre um suporte de poliéster revestido de polianilina [74].

O método de imobilizagao por adsorgao, apesar da simplicidade, ndo permite
boa aderéncia da enzima ao suporte devido as fracas forcas de interagao,
ocasionando dessorcdo da enzima para o meio, resultando em perda de
reprodutibilidade e reducdo do tempo de vida util do sensor. Além disto, por este
método é dificil controlar a quantidade de enzima efetivamente imobilizada no

suporte [17].
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3.3.5.2 Ligagéo Covalente

Este método de imobilizacdo consiste na formacao de ligacbes quimicas
covalentes entre a enzima e o suporte. A ligagado geralmente é formada entre os
grupos funcionais presentes na superficie do suporte e os grupos funcionais

pertencentes aos residuos de aminoacidos na superficie da enzima [70].

Cuidado especial deve ser tomado para que grupos importantes para o
desempenho da atividade catalitica ndo sejam envolvidos na formacdo de ligagcéo
covalente entre a enzima e o suporte, o que teria como consequéncia, a perda da

atividade enzimatica [31].

Geralmente o suporte para a ligacdo necessita de ativagdo prévia de seus
grupos reativos a fim de torna-los fortemente eletrofilicos (deficientes de elétrons)
para entdo, reagir com os grupos nucleofilicos (doadores de elétrons) da superficie
da enzima e formar a ligacdo covalente [70]. Esta ativagdo, na maioria das vezes

consiste em silanizagao, reagcdes com carboiminas, carboimidas e glutaraldeido [56].

Quando se utiliza a polianilina como suporte na imobilizagdo covalente de
enzimas, esta é previamente ativada com glutaraldeido como descrito por Caramori
etal. [75, 76] e Fernandes et al. [77, 78].

O método de imobilizacao via ligagao covalente é bastante estavel em relagao
aos demais, contudo requer maior tempo para a realizagdo, além de ser mais dificil

de executar [72].

3.3.5.3 Entrapment

A imobilizagédo por entrapment ou aprisionamento difere das demais ja que a
enzima esta livre em solugdo, mas seu movimento é restrito pela estrutura em forma
de rede de um gel ou polimero. Na maioria das vezes, o método € baseado na
imobilizagdo da enzima durante a sintese de polimeros condutores através de
oxidagao eletroquimica do monémero em solugdo contendo a enzima. Além disto,
um agente reticulante pode ser adicionado ao meio a fim de auxiliar na formagao de

uma estrutura tridimensional que aprisione a enzima [70].
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Este método permite a cobertura completa e uniforme da superficie do

eletrodo, controle da espessura do filme a ser depositado e grande reprodutibilidade.
Outra vantagem da imobilizagdo por entrapment é que a sintese do polimero e a

imobilizacdo da enzima sao realizadas em uma unica etapa [67].

Apesar das vantagens, este método possui algumas limitacbes. Sé&o
necessarias altas concentragbes de enzima e mondémero em solugdo e O

procedimento de imobilizagdo diminui a acessibilidade do analito a molécula de

enzima [17].

3.3.5.4 Confinamento

Consiste em confinar a enzima através de diferentes formas, dentro de
membranas semipermeaveis (capsulas) ou entdo na rede tridimensional de um
polimero. No caso da imobilizagdo em capsulas, as moléculas grandes de enzima
nao conseguem passar para fora da capsula, mas pequenos substratos e produtos
conseguem, permitindo assim a movimentagédo de produtos pela estrutura do sensor
[70].

A imobilizacédo pelo confinamento em polimero reticulado € conveniente para
processos que envolvem substrato de baixo peso molecular e permite uma maior

estabilidade quanto a alteragées no microambiente da enzima.

A vantagem da imobilizagdo por confinamento é que a enzima nao reage
quimicamente com o suporte, ndo comprometendo assim seu centro ativo. Porém,
no caso do confinamento em capsulas, os processos difusionais através de suas
membranas podem rompé-las e também comprometem o tempo de resposta do
biossensor. Além disso, a atividade enzimatica pode ser prejudicada pela
necessidade do substrato de se difundir através da matriz do polimero reticulado [56,
57].
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3.4 Biossensores

O primeiro biossensor foi desenvolvido por Clark e Lions em 1962 e ficou
conhecido como “eletrodo enzimatico”. O conceito foi testado em uma experiéncia
usando a enzima glicose oxidase imobilizada na superficie de um eletrodo de
oxigénio. Desde entdo, diversos estudos foram desenvolvidos nesta area até a

producdo do primeiro biossensor comercial, em 1975 [34, 53].

Nos ultimos anos, biossensores tém atraido a atengdo de muitos
pesquisadores por todo o mundo, os quais tem se dedicado a criagdo de novos
sensores e ao desenvolvimento dos ja existentes. Com a necessidade de
portabilidade, miniaturizacao e rapidez de resposta, os biossensores tém encontrado
aplicagcbes em praticamente todas as areas cientificas, como diagndstico,
biotecnologia, industria alimenticia, engenharia genética, dentre outras. Além destas
areas, os biossensores podem ser utilizados na pecuaria, para a detecgao de drogas
veterinarias residuais, na area ambiental, para o monitoramento de pesticidas e na

agricultura, para a detecgao de patdégenos.

Na area da saude, estes dispositivos permitem o diagndstico do paciente no
local de atendimento ou em salas de emergéncia, e também o monitoramento
continuo em leitos de pacientes ou em sua prépria casa, como 0s sensores de
glicemia, ja bastante conhecidos no mercado. Com a aplicacéo dos biossensores &
possivel simplificar qualquer analise quimica que utilize como detector um

organismo capaz de ser imobilizado, reduzindo o custo e o tempo de analises [68].

3.4.1 Conceitos e definicdes

Biossensor pode ser definido como um dispositivo analitico que converte a
concentragdo de um analito (sinal biolégico) em um sinal elétrico proporcional a esta
concentragdo, através da integragdo de um elemento biolégico sensor com um
transdutor [11, 42, 69].

No que diz respeito aos biossensores eletroquimicos, ou seja, aqueles que

convertem o sinal biologico em uma grandeza como corrente ou potencial elétrico, a
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Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada (IUPAC) criou algumas definigbes,

classificagdes e nomenclaturas, as quais definem biossensor eletroquimico como
“‘um dispositivo integrado auto-referente (self-contained), capaz de fornecer
informagédo analitica especifica, quantitativa ou semiquantitativa, utilizando um
elemento de reconhecimento bioldégico (receptor bioquimico), o qual € mantido em
contato espacial direto com um elemento de transdugao eletroquimica” [34, 68].
Desta forma, um biossensor é composto basicamente de um receptor bioquimico e

de um transdutor.

3.4.1.1 Receptor bioquimico

O receptor bioquimico ou biocomponente € o elemento biologicamente ativo
que interage com o analito de forma especifica e reversivel, gerando uma alteragao
em um ou mais parametros fisico-quimicos associados com esta interacdo, podendo

produzir ions, elétrons, luz ou calor [68].

O receptor, no caso de um sensor, pode ser qualquer substancia ou sistema
capaz de detectar o sinal bioquimico. Ja no caso dos biossensores, o receptor deve
ser necessariamente um elemento vivo o qual pode ser uma enzima, um anticorpo,
um antigeno, uma célula, dentre outros, sendo responsavel pelo reconhecimento do
analito, especificidade e estabilidade do biossensor. E necessario que o receptor
esteja intimamente ligado ao transdutor a fim de facilitar a transmissdo do sinal
bioldgico. Portanto, a etapa de imobilizacdo do biocomponente é fundamental para a

sensibilidade de resposta do biossensor.

Levando em consideracdo o receptor, os biossensores podem ser
classificados em cataliticos e por bioafinidade, também conhecidos como

imunossensores.

Os imunossensores envolvem a especificidade da ligacdo entre antigeno e
anticorpo. Nestes dispositivos, os anticorpos ou antigenos sédo imobilizados em um
substrato e a ligagdo antigeno-anticorpo gera mudangas em condutancia, massa,

calor e propriedades 6pticas, as quais sao detectadas por um transdutor [11].
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Os biossensores cataliticos utilizam a especificidade das reacdes enzimaticas

as quais resultam em um produto que € detectado e quantificado através de um
transdutor. A maioria dos biossensores enzimaticos utiliza as enzimas da classe das
oxidorredutases como receptor bioldgico, ja que estas geram como produto o

peréxido de hidrogénio (H202) que é facil de detectar e quantificar [34, 79].

3.4.1.2 Transdutor

O transdutor converte o sinal biologico resultante da interagcdo do
biocomponente em um sinal elétrico ou digital que pode ser quantificado,
reproduzido e analisado. O sistema de transducdo mais adequado pode ser
adaptado ao sensor dependendo da natureza da interagcdo bioquimica das espécies
de interesse [79, 80].

Em geral, os transdutores se enquadram em quatro categorias:
eletroquimicos (amperométricos e potenciométrico), Opticos (colorimétrico,
fluorescente e luminescente), baseados na variagdo de massa (piezoelétricos) e
calorimétricos (baseados na temperatura) (Figura 20). Dentre estes, os transdutores

eletroquimicos sao os mais aplicados e estudados.
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Figura 20 - Representagao grafica dos constituintes de um biossensor [81].
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3.4.1.2.1 Biossensores amperomeétricos

Um biossensor amperomeétrico mede a corrente produzida durante a oxidagao
ou reducdo de um produto ou reagente, sob a aplicagdo de um potencial constante,
apresentando uma resposta rapida, boa sensibilidade e precisdo em relacdo aos
biossensores potenciométricos. Apresentam também, resposta linear em uma faixa

mais ampla de concentracdo do analito e, portanto, sdo os mais utilizados [57, 69].

Este tipo de biossensor € aplicado na industria, medicina, monitoramento do
ambiente e também em sensores comerciais de glicose, e ddo uma analise mais
precisa do analito a ser medido, pois a relacdo entre a quantidade de substrato e o

sinal criado varia linearmente de acordo com a Equacéo 5:
[ =nFAv, (5)

onde | é a corrente criada na reagcdo, n o numero de elétrons transferidos, A € a area
do eletrodo, F a constante de Faraday e v, a taxa em que a reagéo ocorre, sendo

esta proporcional a concentragao do substrato [56].

Como dito anteriormente, utiliza-se as enzimas da classe das oxidorredutases
como receptores. Estas enzimas quase sempre liberam como subproduto o peréxido
de hidrogénio (H20;) que é facilmente detectado amperometricamente pela liberagéo

de elétrons, conforme a Equagao 6:
H, O, —> O, + 2H" + 2¢ (6)

A quantidade de elétrons liberada & proporcional a concentracao de H»O,, que

por sua vez, é proporcional a concentracao do analito.

Diversos biossensores amperométricos tém sido desenvolvidos a fim de
detectar os mais variados analitos como, por exemplo, polifendis [82], triglicerideos

[83], colesterol [84], acido urico [85], dentre outros.
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3.4.1.2.2 Biossensores potenciométricos

Biossensores potenciométricos utilizam eletrodos ion-seletivos como
transdutores fisicos e envolvem a medida de diferenca de potencial entre um

eletrodo de trabalho e um de referéncia.

Sao constituidos por uma membrana contendo biocatalisadores imobilizados
onde ocorre a reacao catalisada enzimaticamente. As enzimas catalisam a
conversdo do analito em reagbes que consomem ou liberam prétons. A geragao ou
consumo de protons H' altera o pH do meio e uma diferenca de potencial é criada
entre um eletrodo de referéncia e o eletrodo ion-seletivo [11, 56]. Esta diferenca de
potencial é proporcional ao logaritmo da atividade i6nica, ou concentragao, conforme

descrito pela equagao de Nernst-Donnam (Equagéao 7):
RT ,
E =E,——In([i]) (7)

sendo E o potencial lido, Eo uma constante caracteristica da membrana seletiva do
biossensor, R a constante dos gases, T a temperatura absoluta, z a carga idnica, F a
constante de Faraday e [i] € a concentragdo da espécie idnica livre, ou seja, a

concentragéo do analito [57].

No caso do H»O,, sua detecgao é possivel devido a geragédo dos dois protons

H*, conforme a Equacéo 6.

Biossensores potenciométricos encontram aplicagdo na detecgao de varios

analitos como, por exemplo, ureia [86], glicose [87] e colesterol [88].

3.4.2 Tecnologia de filmes espessos aplicados aos biossensores

A fim de facilitar a comercializagado e miniaturizacdo dos biossensores, muitos
pesquisadores propuseram a utilizagdo de uma tecnologia denominada de
tecnologia de filmes espessos. Esta técnica além de versatil e barata permite a
integracdo do sensor com o circuito elétrico em diversos arranjos e permite a

producdo em massa de biossensores [89].
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Um biossensor construido a partir desta técnica consiste em camadas de

tintas especiais (ou pastas) depositadas sequencialmente sobre um substrato ou
suporte isolante. O que distingue a técnica de filmes espessos das outras é a forma
de aplicagéo das tintas chamada de screen-printing (ou serigrafia), uma das técnicas
mais antigas de reproducdo das artes graficas [90]. A impressdo do filme é feita
através de um molde ou tela em contato com o substrato e o filme é depositado pela

transferéncia do padrdo do molde, geralmente na forma de trilhas (Figura 21).
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Figura 21 — (A) llustragao do processo de impressao pela colocagédo da pasta sobre o molde e

espalhamento com espatula, (B) 10 eletrodos impressos [91].

A tecnologia de filmes espessos permite a produgao de sensores no estado
solido, robustos mecanicamente e de facil reprodutibilidade. Porém, a técnica
também apresenta algumas limitagbes como a adesédo dos filmes ao substrato,
compatibilidade entre os materiais utilizados e a propria técnica de impressao [89,
92]. Atualmente ja existem impressoras destinadas somente a impressao das trilhas

condutoras dos sensores.

A tendéncia nesta area é integrar o eletrodo de trabalho, o contra eletrodo e o

eletrodo de referéncia em um so dispositivo a fim de miniaturizar e simplificar a
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utilizacao destes dispositivos [90]. Isto é possivel a partir da impressao de trés trilhas
de tintas condutoras sobre o substrato, cada uma atuando como um eletrodo,
formando as conhecidas tiras teste, conforme pode ser visualizado na Figura 22. A

maioria dos dispositivos estudados recentemente utiliza esta configuracéo.
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Figura 22 — Desenho esquematico de uma tira teste produzida pela tecnologia de filmes espessos
[90].

3.5 Polimeros condutores em biossensores

A pesquisa na area de PICs para aplicagdes biomédicas teve uma grande
expansao com a descoberta, nos anos 80, de que estes materiais sdo compativeis

com muitas moléculas bioldgicas, incluindo aquelas utilizadas em biossensores [17].

Os PICs apresentam grandes vantagens quanto a area biomédica como
biocompatibilidade, habilidade de aprisionar e imobilizar biomoléculas, liberagao
controlada de farmacos e habilidade de transferir cargas elétricas produzidas em
uma reagao bioquimica. Outra vantagem desta classe de polimeros é a flexibilidade
de suas estruturas quimicas, as quais podem ser modificadas através dos agentes
dopantes, métodos de sintese, etc., proporcionando propriedades de acordo com a

aplicagao desejada [17, 69, 79].
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Outros fatores que devem ser levados em consideragao sao as vantagens

dos PICs em relagédo a outros materiais mais sofisticados que sao utilizados na area
biomédica. PICs apresentam baixo custo, sdo faceis de sintetizar e possuem
propriedades bastante versateis. Quanto a sintese, ainda ha uma vantagem
adicional visto que podem ser precisamente sintetizados e depositados na forma de
filmes finos sobre a superficie de um eletrodo, podendo estar intimamente em

contato com biomoléculas.

Levando em consideragao todas as vantagens descritas acima, os PICs sao
amplamente utilizados em biossensores como suporte para a imobilizacdo de
biomoléculas e como transdutores, integrando os sinais biolégicos e elétricos. Sao
utilizados também, para aumentar a estabilidade, velocidade e sensibilidade em

aplicagdes biomédicas [69, 79].

Como discutido anteriormente, ha diversas formas de imobilizacdo de
enzimas e todas elas podem usar como suporte um PIC, proporcionando boa faixa
de detecgao e resposta rapida, ja que a reagao redox ocorre no interior da matriz do
polimero [69]. Ao mesmo tempo em que o PIC atua como suporte para a
imobilizacdo de enzimas, ele esta atuando também como transdutor, auxiliando no

transporte de cargas elétricas, conforme ilustrado na Figura 23.

O fator mais importante que afeta o funcionamento de um biossensor,
especialmente o biossensor amperométrico, € justamente esta transferéncia de
cargas elétricas entre o receptor e a superficie do eletrodo, a qual pode ser auxiliada
por um PIC. Este tipo de biossensor € conhecido como biossensor de terceira
geragédo e € caracterizado pela co-imobilizagdo da enzima e do mediador, neste
caso um PIC, sobre a superficie do eletrodo, proporcionando contato direto da
enzima com o eletrodo. No entanto, o exato mecanismo desta transferéncia de

elétrons ndo é completamente entendido.
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Figura 23 — Aplicagdo de PICs como transdutores em biossensores [17].

Dentre os PICs, a PAni destaca-se como um material interessante para ser
aplicado em biossensores ja que pode atuar como um excelente mediador de
elétrons nas reacdes redox enzimaticas. Seu papel como mediador é possivel
devido as cargas deslocalizadas presentes nas estruturas polarénicas. Além disto, a
PAni é considerada um polimero atrativo para esta aplicagao pois possui dois pares
de reagbes redox os quais facilitam a transferéncia de cargas entre enzima-
polimero, ndo precisando de auxilio de nenhum outro mediador. A PAni também
atua como um excelente suporte na imobilizagcdo de enzimas devido a flexibilidade
quimica e estrutural ao redor dos seus nitrogénios imina, permitindo uma ligagéo e

imobilizacéo efetiva de biomoléculas [34].

Nos ultimos anos, os estudos voltados a aplicacdo de PICs em biossensores
tem mostrado uma tendéncia ao desenvolvimento de PICs nanoestruturados ja que
estes proporcionam maior sensibilidade e respostas mais rapidas em sensores e
biossensores. Nesta area, a PAni novamente leva vantagem ja que nanoestruturas
sdo obtidas facilmente apenas com algumas modificagbes no método e condi¢des
de sintese, proporcionando as propriedades fisicas e eletroquimicas desejadas para

a aplicagdo em biossensores [34, 42].

Apesar de todas as vantagens apresentadas pelos PICs, este material ainda
encontra dificuldades para ser utilizado nos biossensores. O maior obstaculo é a

aplicagao do polimero sobre a tira teste.

Grande parte dos artigos produzidos nos ultimos anos que envolvem a

utiizacdo de PICs em biossensores estuda apenas diferentes métodos de
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imobilizacdo enzimatica, geralmente com o polimero na forma de pd ou entdo

sintetizado eletroquimicamente, ou seja, ndo estuda a produgao do dispositivo em
sua totalidade, englobando desde a imobilizagdo enzimatica até a producgédo e
aplicacdo do polimero sobre as tiras teste. E necessario realizar estudos que
viabilizem a utilizagdo de PICs em biossensores de forma que seja possivel obter

condigdes reais de analise e uma futura producdo em escala industrial.

Considerando estas necessidades, neste trabalho foram desenvolvidas todas
as etapas de preparacado de um biossensor, envolvendo desde a producgao das tiras
com as trilhas condutoras, até a imobilizagdo da enzima num PIC e aplicacdo sobre

O sensor.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais

Para a sintese dos polimeros foram utilizados anilina (Synth) previamente
destilada e armazenada sob refrigeracdo, acido poliestireno sulfénico (PSS - Sigma,
Mw = 75.000 g/mol, 18% em massa, solugdo em agua), acido cloridrico (HCI -
Nuclear) e persulfato de amoénio ((NH4)2S20s - Synth). Membranas de dialise foram
utiizadas para a purificagdo das solugées (Fisherbrand, MWCO de 12.000 -
14.000).

Para a producdo das tiras teste, trés trilhas foram pintadas sobre um substrato
de PVC (0,6 mm de espessura) com pasta de carbono (Gwent Group, referéncia
C2030519P4) e pasta de Ag/AgCI (Gwent Group, referéncia C61003P7).

A enzima estudada foi a horseradish peroxidase Tipo VI (HRP - Sigma, ~
1500 Ul/mg). Para os testes colorimétricos, foi utilizada uma solugcéo de 3,3',5,%’
Tetrametilbenzidina (TMB — Sigma) em dimetil sulféxido (DMSO — Sigma) como
doador de elétrons, uma solugcado de pH 5 de hidrogenofosfato dissddico (Na;HPO4
anidro - Nuclear) e acido citrico anidro (CsHsO7 - Synth) em agua de osmose reversa
como diluente e por fim, peroxido de hidrogénio (H2O2 - Vetec, 40% em solugéo,
determinada por titulagdo) como substrato da enzima. Foi utilizado acido sulfurico

(H2S0O, - Vetec) como solugao para cessar a reagao enzimatica.

Para as lavagens das tiras, foram utilizadas solug¢des de tampéao fosfato salino
(PBS) 10X (NazHPO4 anidro — Synth, NaH,PO4 anidro — Synth, NaCl anidro — Vetec
em agua de osmose reversa), PBS Tween (Tween 20 — Vetec, 0,05% em PBS) e

dodecil sulfato de sddio 10% em agua de osmose reversa (SDS — Synth).
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4.2 Sintese dos polimeros

A sintese dos polimeros foi realizada em Becker de 250 mL, com agitagéo
magnética e a temperatura ambiente. Manteve-se a relagdo entre
mondémero/oxidante em 4:1, com valor de K = 5 (Equagdo 1, pagina 13). Os
polimeros foram sintetizados de acordo com o método de adicao rapida de

reagentes proposto por Huang e Kaner [45].

Para a sintese da PAni pura, anilina foi dissolvida em HCI 1M assim como o
agente oxidante, (NH4)2S20s. As duas solugbes foram adicionadas rapidamente e
mantidas sob agitagdo magnética por 1 hora. Para a produgdo dos polimeros
dopados com PSS, o (NH4)2S20s foi solubilizado em PSS nas concentragbes de 5,
10 e 20% em massa em relagdo ao mondmero e a reagdo prosseguiu da mesma
maneira que para a PAni pura. A Figura 24 apresenta as fotos da reagdo da amostra
de PAni com 20% em massa de PSS onde é possivel observar que apés 30 min,
PAni no seu estado de oxidagao sal de esmeraldina comeca a se formar e em 1 hora

toda a solucao esta verde escura, indicando o término da reagao.

Figura 24 — Fotos da reagéo da amostra de PAni com 20% em massa de PSS em (A) inicio da

reacgao, (B) 30 minutos e (C) 1 hora.

Apds o término das reagdes, as solugdes foram purificadas através de dialise
em agua destilada por aproximadamente 1 hora a fim de eliminar o excesso de HCI,

oxidante que nao reagiu e oligbmeros. Parte das solugdes foi seca em estufa a 60°C
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para fins de caracterizagdo e a outra parte teve seu pH ajustado para 5 com NaOH

4M (o pH final da reacéo de todos os polimeros ficou em torno de 1), a fim de
otimizar o processo de imobilizagdo enzimatica. As amostras foram nomeadas de

acordo com a Tabela 2.

Tabela 2 — Nomenclatura das amostras produzidas.

Amostra Nomenclatura

Polianilina pura PAni
Polianilina com 5% em massa de PSS PAni + PSS 5%
Polianilina com 10% em massa de PSS PAni + PSS 10%
Polianilina com 20% em massa de PSS PAni + PSS 20%

A Figura 25 mostra as amostras com o pH 1 e com o pH 5. Observa-se que,
ao ajustar o pH para 5, a amostra de PAni adquiriu um tom rosado que pode estar
relacionado com a desdopagem devido ao ajuste do pH. J&4 a amostra de PAni +

PSS 20% fica dispersa em solugao.

PAni + PSS PAni + PSS PAni + PSS
5% 10% 20%
|

PAn PAni + PSS PAni + PSS PAni + PSS PAni
5% 10% 20%

Figura 25 — Amostras sintetizadas (A) pH 1, (B) pH 5.
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4.2.1 Caracterizacao dos polimeros

Os polimeros foram caracterizados através de espectroscopia de
infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR), microscopia eletrbnica de

transmissao (MET), condutividade elétrica e voltametria ciclica.

4211 FT-IR

As analises de FT-IR sdo realizadas a fim de se obter informacdes sobre o
estado de oxidagdo da PAni e interagdo entre o agente dopante e a cadeia
polimérica. As analises foram realizadas utilizando-se pastilha do material a ser
analisado com KBr. Os polimeros foram previamente secos e moidos para a
confeccdo das pastilhas. Foi utilizado um espectrofotdbmetro FTIR Perkin Elmer
modelo Spectrum 1000. Tanto os polimeros com o pH 1 quanto aqueles com o pH
ajustado para 5 foram analisados para verificagcdo de possiveis modificagdes

quimicas na estrutura dos polimeros com este ajuste.

4.2.1.2 MET

Para esta analise, uma aliquota dos polimeros foi diluida a 1% em agua e
depositada sobre grid (grade) de cobre com filme de carbono. Os grids foram secos
a temperatura ambiente. Somente os polimeros com os valores de pH ajustados
para 5 foram analisados ja que o pH nao influencia na morfologia. A analise foi

realizada em microscépio JEOL JEM 1200.

4.2.1.3 Condutividade elétrica

A condutividade foi medida com as amostras em forma de pastilha, usando o
meétodo padrao de quatro pontas em um equipamento Cascade Microtech CS 4-64,
associado a uma fonte Keithley 227 e a um nanovoltimetro Keithley 2182A. O
método consiste em aplicar corrente nas pontas externas e medir o potencial nas
pontas internas. A condutividade é determinada a partir do inverso da resistividade,

a qual é calculada pela Equacéo 8:
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|74
p = ~wF,F, ®)

onde p é a resistividade (Q.cm), V é o potencial (Volts), | é a corrente (Ampéres), w é
a espessura da amostra (cm) e F, e F4 sdo constantes que dependem da espessura

da amostra, didmetro e distancia entre as ponteiras [93].

4.2.1.4 Voltametria ciclica

A voltametria ciclica € uma técnica utilizada em conjunto com o método de 4
pontas para caracterizar as propriedades redox do material. Porém, a voltametria
ciclica nao pode ser utilizada para medir a condutividade quantitativamente, ela
somente indica se o material estda de fato condutor. Além disto, pode fornecer
informacdes quanto a estabilidade, reversibilidade do sistema e potenciais de

oxidagao e redugéo [17].

O método consiste na ciclagem do potencial de um eletrodo (eletrodo de
trabalho) imerso em uma solugdo sem agitagao a partir de um valor inicial até um
limite pré-determinado onde a direcdo da varredura se inverte. Durante a ciclagem,
valores de corrente sdo medidos e o resultado € expresso na forma de um grafico de
corrente (eixo vertical) versus potencial (eixo horizontal). Parametros importantes a
serem determinados a partir desta curva sédo a magnitude dos picos de corrente
(catddicos e anddicos) e a localizagao dos picos em relagao aos valores de potencial
[94].

Os ensaios de voltametria ciclica foram realizados em uma célula com trés
eletrodos. O eletrodo de trabalho utilizado foi uma rede de Pt sobre a qual as
amostras na forma de pdé foram depositadas e envolvidas com papel filtro,
garantindo o contato entre a amostra e o eletrodo, além de evitar que a amostra se
desprendesse. Como contra eletrodo foi utilizado um fio de Pt e como referéncia um
eletrodo de calomelano saturado (ECS). Trés diferentes eletrdlitos foram testados,
HCI 1M (pH 1), KCI 1M (pH 5) e PBS (pH 7). O potencial foi ciclado de -0,2 V a 0,8 V
vs ECS, com velocidade de varredura de 10 mV/s. As medidas foram realizadas em
um potenciostato Autolab PGSTAT 302 com auxilio do software GPES.
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4.3 Producéo das tiras teste

As tiras foram produzidas pela técnica de silk-screen, a partir da utilizacao de
uma tela de serigrafia onde foi impresso o desenho dos biossensores. A Figura 26

mostra as dimensdes das trilhas dos biossensores e a tela de serigrafia utilizada.

(A)

1 1 .5 mm

|
4 mm i ————— 1

1NN

30 mm

Y 0

1 mm 1mr;1

Figura 26 — (A) Dimensdes das trilhas do biossensor e (B) tela de serigrafia utilizada.

Com a tela pronta, foi utilizada a pasta de carbono para pintar a base das trés
trilhas e a pasta de Ag/AgCI para pintar a area destinada ao eletrodo de referéncia.
Conforme pode ser observado na Figura 27, somente a extremidade das trilhas de
carbono é que constitui a area efetiva dos eletrodos de trabalho, contra eletrodo e
eletrodo de referéncia, resultando numa area total de 6 mm? (4 mm x 1,5 mm) para

cada eletrodo
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Eletrodo de trabalho Eletrodo de referéncia

Contra eletrodo

Figura 27 — Tiras teste pintadas pelo método de silk-screen com as pastas de carbono e Ag/AgCl.

4.3.1 Caracterizagao das tiras teste

Apos a produgéo das tiras, 5 gL dos polimeros com o pH ajustado para 5
foram aplicados sobre o eletrodo de trabalho com o auxilio de uma micropipeta e
secos em estufa a 37°C. As tiras contendo somente o polimero condutor foram
caracterizadas pelas técnicas de microscopia 6ptica (MO), microscopia eletrénica de

varredura (MEV) e voltametria ciclica.

43.1.1 MO

A superficie das tiras foi observada por microscopia éptica a fim de analisar a
cobertura das pastas sobre o substrato de PVC, assim como, a cobertura dos
polimeros sobre a pasta de carbono. A analise foi realizada em microscépio modelo

Trinocular Axio Scope A1 com luz refletida em aumento de 20x.

4.3.1.2 MEV

A superficie das tiras foi observada também por microscopia eletronica de

varredura para analisar a morfologia dos polimeros apds a aplicacdo sobre a pasta

48



MATERIAIS E METODOS -

condutora. A analise foi realizada em microscépio JEOL JSM 6060 com as amostras

previamente metalizadas com ouro.

4.3.1.3 Voltametria ciclica

Os ensaios de voltametria ciclica foram realizados com as tiras, utilizando a
trilha de carbono como contra eletrodo, a trilha de carbono coberta com Ag/AgCl
como referéncia e a trilha de carbono coberta com os polimeros como eletrodo de

trabalho.

Para fazer os contatos elétricos com o potenciostato, foi utilizado um cabo
USB de forma que cada trilha da tira entrasse em contato com os contatos elétricos
metalicos do dispositivo USB. O sistema foi montado conforme a Figura 28. Desta
forma, a tira p6de ser estudada e a corrente que realmente passa pelo sensor péde

ser determinada.

Figura 28 — Sistema utilizado para os testes de voltametria ciclica.
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Os eletrdlitos utilizados foram KCI 1M e PBS e o potencial foi ciclado de -0,2 V

a 0,8 V vs ECS, com velocidade de varredura de 10 mV/s, para desta forma
comparar os resultados deste ensaio com aquele realizado com os polimeros na

forma de pé.

Além da tira teste produzida neste trabalho, também foi realizado o ensaio de
voltametria ciclica para uma tira comercial fabricada pela empresa EcoBioServices, a
qual também é formada por trés eletrodos, sendo os eletrodos de trabalho e contra
eletrodo fabricados com pasta de carbono e o eletrodo de referéncia com pasta de
Ag/AgCIl. Porém, as trilhas da tira comercial sdo impressas com impressoras

especiais e ndo por silk-screen. Na Figura 29 estas tiras podem ser visualizadas.

Deve-se destacar que esta tira € comercializada como uma “base” para
posteriores modificagdes para producdo de sensores e biossensores, ou seja,

contém somente as trilhas impressas com as pastas condutoras.

Figura 29 — Tiras comerciais produzidas pela EcoBioServices.

O objetivo do ensaio com a tira comercial foi comparar a ordem de grandeza da
corrente gerada pelos eletrodos comerciais com a dos eletrodos produzidos neste

trabalho.

4.4 Imobilizag&o da enzima e caracterizacao dos biossensores

Para a imobilizagao, cada solugéo de polimero foi misturada com solugdes de
enzima em 4agua nas concentragbes de 3200 Ul/mL, 1600 Ul/mL, 800 Ul/mL, 400

Ul/mL e 200 Ul/mL (concentragbes determinadas a partir de testes preliminares).
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Manteve-se a relagcéo de 1:1 entre a solugdo de polimero e a solugdo de enzima.

Apods a mistura, 5 pL de cada solugao final foram aplicados sobre a area destinada
ao eletrodo de trabalho (apenas uma das trilhas de carbono foi utilizada para estes
ensaios tendo em vista que ndo € necessaria a utilizagcao do eletrodo de referéncia e

do contra eletrodo). A trilha foi seca em estufa a 37°C, por 30 min.

Para estes ensaios, foram estudadas as amostras de PAni, PAni + PSS 5% e
PAni + PSS 20% tendo em vista que representam os casos extremos, ou seja, PAni

pura e PAni com a menor e maior concentragao de PSS.

A eficiéncia da imobilizagdo enzimatica foi caracterizada através de ensaios
colorimétricos pelo método ELISA (do inglés Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay)
0s quais avaliam a atividade enzimatica. A partir destes ensaios foi possivel realizar

0s seguintes estudos:

¢ Atividade da enzima livre e da enzima imobilizada nos polimeros;
e Determinagcdo do método de imobilizagdo enzimatica;

¢ Influéncia da concentracao de H,O, nos testes colorimétricos.

Ja a sensibilidade amperométrica do biossensor ao H,O foi estudada através
de ensaios de cronoamperometria. Todos os ensaios colorimétricos foram realizados

na empresa FK Biotecnologia.

4.4.1 Estudo da atividade da enzima livre e imobilizada

O método ELISA se baseia nas reagbes antigeno-anticorpo detectaveis
através de reacdes enzimaticas. O principio basico deste método € a mudanga e
intensidade de coloracdo que ocorre na amostra a partir da adicao do anticorpo ou,

neste caso, do substrato da enzima.

Neste trabalho, o método ELISA foi utilizado para estimar a atividade da
enzima HRP imobilizada nos diferentes polimeros sintetizados. De acordo com as
Equacbes 2, 3 e 4, observa-se que o ciclo catalitico da HRP necessita da presenca
de um substrato redutor, o qual € um forte doador de elétrons. Durante a reacao este

substrato sofre alteragcdes quimicas, as quais, dependendo da sua natureza, causam
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alteragdes na sua cor. Desta forma, a alteragdo da cor durante a reagao confirma a

presenga de peroxidase ativa no meio e através da intensidade desta cor, estima-se

sua atividade.

Para isto, foi utilizada uma solugéo reveladora cujos reagentes estao descritos
na Tabela 3. Os reagentes utilizados, sua concentragdo e proporgao seguiram

protocolo de teste da FK Biotecnologia.

Tabela 3 — Reagentes utilizados para os testes colorimétricos.

Reagente Funcao Concentracéo Proporcgéo

Substrato doador 0,1 mg/mL em

(o)
Ulilz o elrere DMSO 10%
Na;HPO, e acido Diluente TMB 45 mM 90%
citrico
H,0, SUBBIELD 68 0,09% (V/v) 0,3%
enzima

250 uL da solucéo descrita acima foram adicionados em cada poco de uma
microplaca de ELISA de 96 pocos e as trilhas com a enzima imobilizada no polimero
foram colocadas em cada pogo. A reagdo prosseguiu por 15 min quando entéo,
foram retirados de cada poco 125 L e adicionados outros 125 uL de uma solugao
de H,SO4 1M para cessar a reagcao enzimatica. A leitura das absorbancias foi

realizada em leitor de ELISA Thermo Plate modelo TP-Reader.

Para estimar a perda da atividade enzimatica com a imobilizagdo, o0 mesmo
ensaio foi realizado com a enzima livre. Para isto, as solugbes de enzima nas
concentracées de 3200 Ul/mL, 1600 Ul/mL, 800 Ul/mL, 400 Ul/mL e 200 Ul/mL
foram misturadas com agua (ao invés dos polimeros) na propor¢cédo de 1:1 e 5 uL
desta solucéo final foram aplicados sobre a trilha e secos em estufa a 37°C por 30
min. O ensaio prosseguiu da mesma maneira que o realizado para a enzima

imobilizada nos polimeros.
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4.4.2 Estudo do método de imobilizacdo da enzima

Como descrito anteriormente, a imobilizacdo da enzima nos PICs ocorreu
pela simples mistura de duas solugdes, uma contendo o polimero e a outra contendo
a enzima. A solugdo final foi depositada sobre a trilha de carbono e seca em estufa.
A partir dai, ndo é possivel afirmar qual o método de imobilizacdo (adsorgéo,
confinamento, ligagdo covalente) ou qual o tipo de ligacdo que esta ocorrendo entre
a HRP e a PAni ou PAni dopada com PSS. Analisando a descricdo dos métodos de
imobilizagdo apresentada no item 3.3.5 na pagina 27, pode-se estimar que existam
dois métodos de imobilizacdo passiveis de estar ocorrendo: adsorgao fisica ou

confinamento na matriz polimérica.

Para avaliar qual a forma de imobilizagdo predominante neste sistema, as
trilhas foram submetidas a lavagens com diferentes solugdes partindo do
pressuposto de que cada solugao eliminaria da superficie da trilha as moléculas de
enzima ligadas de diferentes maneiras. Uma solugcédo poderia remover as moléculas
de enzima que ficaram somente depositadas sobre a superficie apdés a secagem
enquanto uma outra solugdo conseguiria penetrar na matriz polimérica e arrastar as
moléculas de enzima confinadas. Ja uma terceira solugdo conseguiria romper as

ligacdes fisicas das moléculas de enzima adsorvidas ao polimero.

Cada trilha, depois de retirada da estufa, foi submetida a lavagem com trés
solucdes diferentes: PBS, PBS Tween e SDS 10%. A lavagem consistiu em
mergulhar a trilha na solugéo e agita-la 3 vezes mantendo desta forma, um método
padrdo para todas as solugdes. Apds a lavagem, cada trilha foi colocada em um
poco da microplaca e a analise por método ELISA prosseguiu da mesma forma que
descrito no item anterior. Menores leituras de absorbancia significam que uma maior

quantidade de enzima foi eliminada da superficie do sensor.

4.4.3 Estudo dainfluéncia da concentracéao de H,O,

O método ELISA aplicado até este momento baseou-se no protocolo de
testes utilizado pela FK Biotecnologia, ou seja, foram mantidas as concentracdes de
90% de TMB, 10% de diluente e 0,3% de H,0,.
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A fim de estudar a influéncia da concentragdao de H;O, nos valores de

absorbancia e futuramente relacionar estes valores aos valores de corrente obtidos
nos ensaios amperomeétricos, a porcentagem de H,O, utilizada no teste foi variada
em dois valores abaixo e dois valores acima da porcentagem de 0,3%. Além disto,
considerando que a peroxidase apresenta desativacdo de seu centro ativo pelo
excesso de H,O, [65] é importante determinar a partir de qual concentracdo de
peréxido esta desativacdo pode comegar a ocorrer. As porcentagens em volume (%
v/v) e a correspondente concentragdo em mol de H;O, (considerando o volume de

250 pL do pogo da microplaca) utilizadas neste estudo estao listadas na Tabela 4.

Este teste ocorreu da mesma forma que os anteriores, ou seja, apos
imobilizagdo da enzima no polimero, aplicagdo sobre a trilha de carbono e secagem
em estufa, as trilhas foram submetidas ao método ELISA, porém, variando-se a
concentracdo do H,O,. Todas as concentragdes de enzima foram testadas para

obtencao de curvas de absorbancia.

Tabela 4 — Concentracdes de H,0, utilizadas no ensaio colorimétrico.

% (v/Iv) Concentragao (mmol)

0,075 0,002
0,15 0,005
0,3 0,010
0,6 0,020
1,2 0,040

4.4.4 Estudo da sensibilidade do biossensor ao H,O»

A técnica de cronoamperometria € amplamente utilizada na caracterizacéo de
biossensores. Consiste na imersdo do biossensor em um eletrdlito e, sob agitacéo e
aplicacao de um potencial constante, sao feitas adigcdes do analito. A corrente inicial
medida no eletrdlito € muito baixa e resulta de pequenas quantidades de impureza

ou espécies adsorvidas na superficie do sensor. A cada adi¢gado, corresponde um
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aumento na corrente, que é proporcional ao analito adicionado [95]. O gréfico

resultante tem o formato daquele apresentado na Figura 30.

E =fixo

Corrente

Tempo

Figura 30 — Representagéo grafica dos dados obtidos por cronoamperometria [95].

O ensaio de sensibilidade realizado consistiu na aplicagcdo de um potencial de
0,6 V e adi¢des sucessivas, a cada 2 minutos, de uma aliquota de 10 pL (0,14mmol)
de H»O, com micropipeta, a qual auxiliou também na agitagcdo do sistema. O
resultado € um grafico conforme o da Figura 30 através do qual é possivel construir
um grafico de corrente versus concentragdo de H,O, onde é esperada uma relagao
linear. A faixa de concentracbes onde esta relacdo corrente/concentracdo se

mantém linear é definida como o intervalo de sensibilidade do biossensor.

Além do intervalo de sensibilidade, € possivel determinar o tempo de resposta
do biossensor, o qual é definido como o tempo necessario para que ocorra a
mudanca no sinal. No caso da cronoamperometria, o0 tempo necessario para o pico

de corrente ser atingido.

Para a realizagcao do ensaio de cronoamperometria, o sistema foi montado da
mesma maneira que para a realizagdo da voltametria ciclica com o sensor (Figura
28, pagina 48) e as medidas foram realizadas com o auxilio do potenciostato Autolab
PGSTAT 302 e do software GPES. 1500 uL de PBS foram utilizados como eletrdlito
em todos os ensaios. Somente uma concentragdo de enzima foi testada (1600

Ul/mL) a qual foi escolhida de acordo com os resultados dos testes preliminares.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados e discussao que serao relacionados a seguir foram divididos em
trés partes principais: sintese dos polimeros, produgao e caracterizacdo das tiras e
por ultimo, imobilizagdo da enzima no polimero seguida pela caracterizagdo do

biossensor.

5.1 Caracterizacao dos polimeros

5.1.1 FT-IR

Os espectros de infravermelho dos polimeros sintetizados em pH 1 e dos
polimeros com o pH ajustado para 5 podem ser visualizados nas Figuras 31 e 32,
respectivamente. O intervalo de comprimentos de onda analisados foi de 4000 a 400
cm”’, porém o espectro foi reduzido para o intervalo de 1800 a 900 cm™, ja que é

neste intervalo que se localizam as bandas de interesse.

Analisando o espectro de transmitancia do PSS e comparando com os dados
obtidos da literatura, pode-se afirmar que as bandas caracteristicas deste polimero
sd0 aquelas em 1033 e 1007 cm™, as quais correspondem & vibragdo no plano e ao
estiramento simétrico do grupo SOs’, respectivamente [96]. Estas bandas podem ser
visualizadas com baixa intensidade nas PAnis dopadas com o PSS nos dois valores

de pH, devido a baixa concentragcdo de PSS na matriz de PAni.

Analisando os espectros das PAnis puras em ambos os valores de pH,
observa-se bandas intensas em torno de 1100 cm™, as quais se referem a vibragao
no plano das ligagdes C-H. As bandas em torno de 1300 cm™ e 1400 cm™ estdo

relacionadas ao estiramento das ligagdes C=N e C-N da cadeia das PAnis [96].
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Figura 31 — Espectroscopia FT-IR das amostras poliméricas de pH 1. (A) PSS, (B) PAni, (C) PAni +
PSS 5%, (D) PAni + PSS 10% e (E) PAni + PSS 20%.
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Figura 32 - Espectroscopia FT-IR das amostras poliméricas de pH 5. (A) PSS, (B) PAni, (C) PAni +
PSS 5%, (D) PAni + PSS 10% e (E) PAni + PSS 20%.

Uma caracteristica importante e que pode ser examinada por FT-IR € o

estado de oxidacdo do polimero, o qual pode ser determinado a partir da relagao
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entre a intensidade das bandas em torno de 1560 cm™ (estiramento das ligacdes

C=C dos anéis quinoides) com a intensidade das bandas em torno de 1490 cm™
(estiramento das ligagdes C=C dos anéis benzenoide). As estruturas benzenoides
predominam nos estados reduzidos enquanto que as estruturas quinoides

predominam nos estados oxidados [29, 31].

Através da Figura 31, a qual mostra o espectro dos polimeros com pH 1,
observa-se que as bandas em torno de 1560 e 1490 cm™ apresentam praticamente
a mesma intensidade, com as bandas em torno de 1490 cm™ levemente mais
intensas. Isto indica que os polimeros nao estdo no estado totalmente oxidado, mas
sim parcialmente oxidados e parcialmente reduzidos. Este fato esta de acordo com o
esperado, visto que as PAnis foram sintetizadas em meio acido na sua forma verde

condutora, sal esmeraldina.

Analisando a Figura 32 observa-se que os picos em torno de 1490 cm™ sdo
mais intensos do que os picos em 1560 cm™ para os polimeros de pH 5. Portanto, ha
predominancia de anéis benzenoides (reduzidos) os quais indicam que os polimeros
estdo em um estado majoritariamente reduzido. Este fato também esta de acordo
com o esperado tendo em vista que o pH foi ajustado para 5 e a intensidade da cor
verde diminuiu, porém ndo chegando a atingir a cor azul, que indicaria um polimero

totalmente reduzido.

Desta forma, pode-se afirmar que PAni na sua forma dopada sal esmeraldina
foi sintetizada na presenca de 5, 10 e 20% em massa de PSS. Ao ajustarmos o pH
das amostras para 5, os polimeros foram parcialmente desdopados estando em um

estado intermediario de oxidagao.

5.1.2 MET

A técnica de caracterizagdo por microscopia eletrénica de transmissao foi
utilizada para confirmar a formacéao de nanofibras, conforme previsto ao se utilizar o
método de sintese por adigdo rapida de reagentes. Somente os polimeros com pH

ajustado para 5 foram analisados.
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De acordo com a Figura 33, observa-se que as nanofibras se formaram

apenas nas amostras de PAni e PAni + PSS 5% sendo que nesta ultima, o didametro
das nanofibras € menor tendo em vista que todas as barras de escala correspondem

a 0,2 um.

Figura 33 — Micrografias MET das amostras sintetizadas. (A) PAni; (B) PAni + PSS 5%, (C) PAni +
PSS 10% e (D) PAni + PSS 20%.

Observa-se também que ao aumentar a concentracdo de PSS na sintese
para 10 e 20% em massa, aglomerados de particulas sdo formados. Na amostra de
PAni + PSS 10%, além das particulas ocorreu também a formacgédo de nanoesferas.
Ja na amostra contendo 20% de PSS particulas sem forma definida se formaram

sendo que algumas possuem didmetro na ordem de nandmetros.

O PSS nas concentragées de 10 e 20% pode estar atuando como uma
impureza no meio reacional e ndo somente como dopante, levando a ocorréncia de
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nucleacdo heterogénea da PAni e desta forma, a morfologia nanoestruturada nao

consegue ser formada.

5.1.3 Condutividade elétrica

Os resultados do ensaio de condutividade elétrica pelo método de 4 pontas
para os polimeros com pH 5 estdo listados na Tabela 5. Os ensaios foram realizados
em duplicata e para cada pastilha, 5 valores de corrente foram aplicados. Os

resultados da Tabela 5 representam a média dos valores obtidos.

Tabela 5 — Condutividade elétrica dos polimeros sintetizados determinada pelo método de 4 pontas.

Amostra Condutividade (S/cm)

PANi pH 5 2,8+ 0,68
PANi + PSS 5% pH 5 1,2 0,46
PANi + PSS 10% pH 5 1,4 £ 0,49
PANi + PSS 20% pH 5 0,4 + 0,04

Analisando a Tabela 5, observa-se que os valores de condutividade tendem a
diminuir com a adi¢cao do PSS na sintese. Como dito anteriormente, a dopagem e
protonagcdo da PAni ndo acontecem de forma homogénea pois ha formagao de
dominios completamente metalicos (condutores) embebidos em regides isolantes
[3]. A adicdo de um polieletrdlito na sintese, além de estabilizar os portadores de
carga pela dopagem, forma uma matriz isolante na qual o polimero fica inserido [27].
Desta forma, a adigdo do PSS aumenta a propor¢ao das regides isolantes (matriz),
prejudicando a transferéncia de elétrons e, consequentemente, diminuindo a

condutividade elétrica.

Outro fator importante que influencia nos valores de condutividade € o pH, ja
que a PAni pode ser tornada condutora por protonagdo. Como o pH dos polimeros
foi ajustado para 5 a fim de auxiliar na imobilizacdo de enzima, uma perda em

condutividade deve ter ocorrido. Apesar disto, os valores de condutividade se
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encontram na ordem de grandeza esperada para os polimeros sintetizados nas

condicdes descritas neste trabalho.

5.1.4 Voltametria ciclica

A voltametria ciclica € um método auxiliar para verificar o comportamento

eletroquimico da PAni, como as mudancas no estado de oxidagao do polimero.

Dois conceitos sdo bem definidos e conhecidos em relagdo ao ensaio de

voltametria ciclica aplicado a PAni [3, 97]:

1. PAni existe em 3 estados de oxidagdo principais: leucoesmeraldina,
esmeraldina e pernigranilina. Através da voltametria ciclica, 2 pares de
processos redox podem ser visualizados na faixa de potencial de 0,2 a
1,0 V vs ECS. O primeiro corresponde a conversdo entre os estados
leucoesmeraldina e esmeraldina e o segundo, entre os estados
esmeraldina e pernigranilina. Um voltamograma ciclico tipico da PAni
em seu estado condutor e em meio acido esta representado na Figura

10, pagina 13.

2. A eletroatividade da PAni depende principalmente do pH do meio. Em
meios neutros e alcalinos a PAni perde sua eletroatividade e o

comportamento acima tende a desaparecer.

Considerando o segundo item, as aplicagdes deste polimero ficariam restritas
aquelas onde somente um meio acido pode ser utilizado, ou seja, ndo seria possivel
utilizar a PAni como transdutor e suporte de enzimas em biossensores onde pH
neutro ou alcalino sao utilizados. Porém, estudos recentes [96] comprovaram que ao
utilizar polieletrélitos negativamente carregados (por exemplo, poliacido acrilico
(PAA) e PSS) como dopantes na sintese da PAni, a eletroatividade &€ mantida

mesmo quando examinada em valores mais elevados de pH.

Assim, o ensaio de voltametria ciclica foi realizado para os polimeros com o
pH ajustado para 5, tendo em vista que estes s&o os polimeros que seréo utilizados

na imobilizagdo enzimatica. Primeiramente, as amostras foram ensaiadas em meio
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acido (HCI 1M) a fim de verificar se estdo no estado dopado e condutor. Neste

ensaio preliminar, foi utilizado o intervalo de potenciais de -0,2 a 1,0 V vs ECS. Os
voltamogramas ciclicos neste meio, referentes ao 2° ciclo de cada amostra, podem

ser observados na Figura 34.

25
1 —— PAni
20 —— PAni + PSS 5%
PAni + PSS 10%
154 —— PAni + PSS 20%
1 Pt /
& 10 4
€ |
S
< 54
£

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

E (V vs ECS)
Figura 34 — Voltamogramas ciclicos dos polimeros com valor de pH ajustado para 5 em HCI 1 M. O

potencial foi ciclado de -0,2 a 1,0 V vs ECS com velocidade de varredura de 10 mV/s.

Analisando a Figura 34 observa-se os dois pares de picos redox
caracteristicos da PAni para praticamente todas as amostras, indicando que os
polimeros se encontram no estado condutor e eletroativo neste meio. Além disto,
nas amostras contendo 10 e 20% em massa de PSS, um terceiro par de picos
intermediario pode ser observado o qual esta associado a degradagao do polimero,

provavelmente devido a presenca do PSS. [3].

Os ensaios também foram realizados em dois outros eletrdlitos: KCI 1M (pH

5) e PBS (pH 7). Os voltamogramas ciclicos podem ser observados na Figura 35.

Analisando a Figura 35 observa-se que o formato das curvas foi modificado
em relagdo a curva padrédo obtida em meios acidos (Figura 10, pagina 13). Apenas

um par de picos redox é visivel em +0,35 V e -0,05 V em KCI. Em meio PBS o
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sistema redox € menos evidente que em KCI, certamente pela baixa atividade da

PAni em PBS e pelo pH 7.
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Figura 35 - Voltamogramas ciclicos dos polimeros com valor de pH ajustado para 5 em (A) KCIpH 5 e
(B) PBS pH 7. O potencial foi ciclado de -0,2 a 0,8 V vs ECS com velocidade de varredura de 10

mV/s.
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Os ensaios realizados em KCI pH 5 tendem a mostrar os polimeros mais

eletroativos tendo em vista que o pH do eletrdlito ainda se mantém um pouco acido,
favorecendo a PAni. A amostra de PAni + PSS 5% se mostrou a mais ativa neste
meio ja que além de apresentar os fendbmenos de oxidagdo e redugdo, possui a

maior area no grafico, confirmando sua alta eletroatividade.

Quando o PBS foi utilizado como eletrélito, a primeira caracteristica a ser
observada é a redugao nos valores de densidade de corrente. Para a amostra de
PAni + PSS 10%, um pequeno pico de oxidacao pode ser observado em
aproximadamente +0,38 V, porém o correspondente pico de reducdo nao pode ser

distinguido. Neste meio, esta foi a amostra que se mostrou mais eletroativa.

Em todos os meios estudados, a rede de platina utilizada como eletrodo de
trabalho foi submetida a voltametria ciclica sem a adicdo do polimero (denominada
Pt nas Figuras 34 e 35). Observa-se que a Pt ndo apresenta atividade eletroquimica
no intervalo estudado, confirmando que as respostas eletroquimicas obtidas

correspondem aos polimeros.

A adigao de PSS a PAni levou a obtengdo de um material cuja eletroatividade é
superior a da PAni pura e cujo comportamento eletroquimico é mais claro em KCI pH
5doqueem PBS pH 7.

5.2 Caracterizacao das tiras teste

5.2.1 MO

A superficie das tiras, ap6s a aplicacdo dos polimeros com pH 5, foi analisada
por microscopia optica a fim de verificar quanto da pasta de carbono foi efetivamente
coberta pelo polimero. Um dos motivos da adicdo do PSS na sintese além dos ja
discutidos até agora, € possibilitar uma melhora das propriedades mecéanicas da
PAni, permitindo a formacao de filmes homogéneos sobre superficies. As imagens

obtidas podem ser observadas na Figura 36.
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A Figura 36 (A) e (B) mostra uma cobertura total e homogénea do substrato

de PVC pelas pastas condutoras. Ja os polimeros, mesmo aqueles contendo o PSS,
nao cobriram totalmente a superficie da trilha de carbono, deixando a pasta a
mostra. Este fato pode prejudicar as respostas elétricas ja que ndo ha uma
superficie homogénea para a passagem de corrente. Uma possivel solugéo para
melhorar a cobertura da superficie do sensor seria aumentar a quantidade em
massa de PSS adicionada na sintese, facilitando a formagéo de filmes, porém
perdendo em propriedades elétricas, ou entdo aumentar a quantidade de polimero

aplicada sobre a tira.

Figura 36 — Microscopias opticas de (A) trilha de carbono; (B) trilha de Ag/AgCiI; e trilha de carbono
coberta com: (C) PAni; (D) PAni + PSS 5%, (E) PAni + PSS 10% e (F) PAni + PSS 20%.
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Observa-se também a formacao de cristais sobre os polimeros (indicados

pelas setas na Figura 36) devido ao ajuste de pH com a solugdo de NaOH 4M. Estes
cristais, por serem isolantes, também podem prejudicar o transporte de elétrons

sobre a superficie do sensor.

5.2.2 MEV

A analise por microscopia eletronica de varredura também foi realizada apds
a aplicacao dos polimeros com pH 5 sobre a trilha de carbono com a finalidade de
observar sua morfologia sobre a superficie. As microscopias podem ser visualizadas

na Figura 37.

2 . 3 I.‘ i - ' F
Lo, 880  Thn
‘-. - "‘

Figura 37 — Micrografias MEV das amostras de (A) PAni, (B) PAni + PSS 5%, (C) PAni + PSS 10% e
(D) PAni + PSS 20%.
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As imagens da Figura 37 confirmam o que ja havia sido observado por MET.

Nanofibras de PAni se formaram na amostra de PAni pura e na amostra de PAni +
PSS 5%, sendo que nesta ultima também houve a formacao de particulados. Ja nas
amostras contendo 10 e 20% em massa de PSS, particulados de varios didametros

foram formados.

Pode-se observar também, uma elevada area superficial dos polimeros sobre
a trilha, o que favorece os processos de imobilizacdo enzimatica e transporte de

elétrons, resultando em melhores propriedades do biossensor.

5.2.3 Voltametria ciclica

Ensaios de voltametria ciclica também foram realizados utilizando as trilhas
do sensor como eletrodo de trabalho, contra eletrodo e eletrodo de referéncia,
conforme o esquema da Figura 28, pagina 48. O sensor sem a aplicagao do
polimero (denominado eletrodo na Figura 38) também foi estudado a fim de verificar
a presenca de possiveis interferentes nas pastas que poderiam oxidar ou reduzir no

intervalo de analise.

Analisando a Figura 38 e comparando com a Figura 35, pode-se observar que
as amostras se comportaram de maneira diferente apds a aplicagéo sobre as trilhas.
Primeiramente observa-se um decréscimo acentuado nos valores de densidade de
corrente, antes da ordem de miliampéres/cm? e agora, microampéres/cm? devido &

quantidade pequena de amostra e pelo fato do sistema estar miniaturizado.

Quando a solucao de KCI foi utilizada como eletrdlito, as amostras de PAni +
PSS 10 e 20% mostraram os picos de oxidacao e redugao além de maior area no
grafico, resultando em polimeros com maior eletroatividade. A amostra de PAni +
PSS 5%, que na voltametria ciclica com o polimero na forma de pd tinha
apresentado a maior eletroatividade, neste ensaio se mostrou a amostra menos

eletroativa.

Com o eletrélito de PBS, novamente a amostra de PAni + PSS 5% nao

apresentou os picos redox, sendo a menos eletroativa. Os outros polimeros
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apresentaram praticamente a mesma eletroatividade e o PSS nao pareceu interferir

nas respostas eletroquimicas.
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Figura 38 - Voltamogramas ciclicos das tiras cobertas com os polimeros com pH ajustado para 5 em
(A) KCI, pH 5 e (B) PBS, pH 7. O potencial foi ciclado de -0,2 a 0,8 V vs Ag/AgCl com velocidade de

varredura de 10 mV/s.
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Este comportamento das amostras pode estar relacionado ao fato dos

eletrodos serem totalmente diferentes daqueles utilizados na analise dos polimeros
em forma de po. Nesta analise, o eletrodo de trabalho foi a propria pasta de carbono,
a qual é menos condutora que a platina utilizada no ensaio anterior, e desta forma

respostas diferentes eram esperadas.

Observa-se também na Figura 38 que a tira sem a aplicagdo dos polimeros
nao mostra eletroatividade neste intervalo de potenciais, garantido que n&o houve

interferéncias nas respostas eletroquimicas.

O ensaio de voltametria ciclica também foi utilizado para comparar as
respostas eletroquimicas obtidas pela tira produzida neste trabalho com uma tira
comercial. Para este ensaio, nenhum polimero foi aplicado sobre o eletrodo de

trabalho. O resultado pode ser visualizado na Figura 39.

Analisando a Figura 39 observa-se que, tanto para o KCI quanto para o PBS,
a tira comercial apresenta picos de oxidagcado e reducdo na faixa de analise. Ja o
sensor produzido neste trabalho ndo apresenta nenhum pico redox. Esta diferenca
deve estar relacionada ao fato de que as tiras ndo sido produzidas a partir das
mesmas pastas condutoras, ou seja, podem ter composi¢gdes quimicas diferentes. A
eletroatividade da tira comercial na faixa de analise pode estar relacionada a
presenca de constituintes metalicos na pasta de carbono, adicionados com fins de

melhorar a condutividade elétrica da tira.

Deve-se observar que a ordem de grandeza da densidade de corrente se
manteve a mesma para os dois sensores nos dois meios, indicando que o método
de fabricagdo n&do afetou na eficiéncia do sensor. Os sensores produzidos
apresentaram praticamente a mesma densidade maxima de corrente nos dois meios
(~ 0,1 pAlcm?).
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Figura 39 — Voltamogramas ciclicos da tira comercial e da tira produzida neste trabalho em (A) KCl e

(B) PBS. O potencial foi ciclado de -0,2 a 0,8 V vs Ag/AgCl com velocidade de varredura de 10 mV/s.

5.3 Imobilizacdo da enzima e caracterizacdo dos biossensores

Considerando os resultados obtidos até agora, foram escolhidos apenas trés

polimeros para o estudo da imobilizacdo da enzima: PAni, PAni + PSS 5% e PAni +
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PSS 20%. Estas amostras foram escolhidas ja que caracterizam as trés diferentes

microestruturas obtidas e as melhores coberturas sobre a pasta de carbono,
conforme Figura 36. E também, pelos resultados de voltametria ciclica utilizando o
sensor, caracterizam todos os comportamentos possiveis de eletroatividade, sendo
que a amostra contendo 10% em massa de PSS possui um comportamento

intermediario.

5.3.1 Estudo da atividade enzimatica

Ao imobilizar a enzima em um suporte, parte da atividade enzimatica é
perdida. Fatores como o tipo de suporte, o pH do meio e o método de imobilizagao

empregado determinardo o quao significativa é essa perda.

Sabe-se que a atividade enzimatica pode ser determinada por testes
colorimétricos, conforme discutido no capitulo Materiais e Métodos. O resultado
destes testes é apresentado nas Figuras 40 e 41, as quais ilustram as curvas de
absorbancia para a enzima imobilizada nos diferentes polimeros e para a enzima

livre, respectivamente.

Analisando a Figura 40 observa-se que maiores valores de absorbancia, para
todos os valores de concentracdo de enzima, foram obtidos quando PAni + PSS

20% foi utilizada como suporte.

A maior atividade da HRP imobilizada neste polimero pode ser atribuida a
maior concentracdo de PSS no meio, a qual facilita a formacdo de complexos
enzima-polieletrolito. Estes complexos aumentam a estabilidade da enzima e

previnem sua dessorcao da superficie do suporte [98].

Considerando as definicbes basicas de quimica analitica, sabe-se que o valor 1
de absorbéancia corresponde a 0% de transmitancia, ou seja, uma solugdo de
coloracao intensa e, portanto concentrada. Desta forma, valores de absorbancia
maiores que 1 ndo tem significado quimico e indicam sempre uma solugao saturada.
Para todos os polimeros, a concentracdo de 3200 Ul/mL resulta em uma solucao

concentrada, com excesso de enzima. Ja a concentracao de 1600 Ul/mL apresenta
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bons resultados de absorbancia para todas as amostras, principalmente para PAni +
PSS 20%.

1 =—%—PAni

2,5 7
== PAni+ P55 5%

—— PANI+ P55 20%

Absorbancia

0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500
Concentragao de enzima (UlfmL)

Figura 40 — Resposta espectroscopica para as diferentes concentragdes de enzima imobilizadas em
PAnRi, PAni + PSS 5% e PAni + PSS 20%.

Porém, ao utilizar concentragdes de enzima menores que 1600 Ul/mL, os
valores de absorbancia caem drasticamente, indicando atividade quase nula da

enzima.

Para avaliar a perda da atividade enzimatica com a imobilizagao nos PICs, foi
construida a curva da enzima livre em solugdo. Para isto, os valores de
concentragdo de enzima utilizados na imobilizagdo no polimero (3200, 1600, 800,
400 e 200 Ul/mL) tiveram que ser diluidos 10 vezes a fim de se obter valores de
absorbancia significativos, ou seja, menores que 1. Porém, ainda assim os valores
obtidos indicaram solucbes saturadas para todas as concentracbes, conforme

ilustrado na Figura 41.
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Figura 41 — Resposta espectroscopica da enzima livre, utilizando as concentragdes diluidas em 10

vezes.

A partir deste resultado pode-se afirmar que houve uma grande perda da
atividade enzimatica ao utilizar os polimeros sintetizados como suporte. Atividades
quase nulas em concentragdes menores que 1600 Ul/mL foram observadas apds a
imobilizagdo nos PICs, enquanto que na enzima livre estes valores se encontram

todos na zona de saturacéo.

Além do pH da solucdo de imobilizagdo o qual ndo é o mais favoravel para
manter a atividade da HRP, este fato pode estar associado a presenga do ion ClI" em
solugdo. Estudos [99] mostram que este ion parece se ligar na enzima nas mesmas
posicdes que os ions F e CN™ os quais sao conhecidos inibidores de atividade da
HRP. Portanto, a baixa atividade da enzima apds a imobilizagao nos PICs deve estar

associada também a este fator.

5.3.2 Estudo do método da imobilizacdo da enzima

Para estudar o método de imobilizagdo, cada tira foi lavada com 3 solugdes
diferentes: PBS, PBS Tween e SDS. E importante destacar que cada tira foi lavada
com apenas uma das solugdes e logo apds a lavagem, as leituras foram feitas.
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Portanto, a tira ndo foi submetida a uma sequencia de trés lavagens. Os resultados

podem ser observados nas Figuras 42 a 44.

——Sem lavagem
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Figura 42 — Resposta espectroscopica para a enzima imobilizada em PAni, sem lavagem e apos
lavagem em PBS, PBS Tween e SDS.
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Figura 43 - Resposta espectroscopica para a enzima imobilizada em PAni + PSS 5%, sem lavagem e

apos lavagem em PBS, PBS Tween e SDS.
74



RESULTADOS E DISCUSSAO -

—f— e l@vazem

25 ——PBs

—i—PBS Tween

——35D5

Absorbancia

[y

0,5

o S00 1000 1500 2000 2500 3000 3500
Concentragdo de enzima (Ul/mL)

Figura 44 - Resposta espectroscopica para a enzima imobilizada em PAni + PSS 20%, sem lavagem

e apos lavagem em PBS, PBS Tween e SDS.

Analisando as Figuras 42 a 44 e considerando os elevados valores dos
desvios padrao obtidos para as leituras de absorbancia das amostras sem lavagem
e com lavagem em PBS e PBS Tween, ndo é possivel afirmar que as amostras se
comportaram de diferentes maneiras em cada situagdo. Em geral, as amostras de
PAni, PAni + PSS 5% e PAni + PSS 20% apresentaram o mesmo comportamento,
ou seja, a lavagem com PBS e PBS Tween néo interferiu de forma significativa nas
leituras de absorbancia, indicando que as moléculas de enzima nao foram retiradas

das tiras pelas lavagens com estas solugdes.

Ja a lavagem com SDS, para todos os polimeros, resultou num grande
decréscimo das leituras de absorbancia. Duas situagbes podem estar ocorrendo
neste caso: praticamente a totalidade das moléculas de enzima foi removida com
esta solugao, ou entdo o SDS esta desativando as moléculas de enzimas tornando-

as inativas.

Analisando os resultados discutidos acima e considerando que o SDS esta
apenas removendo as moléculas de enzima da tira, presume-se que nao ha nenhum

tipo de ligacdo forte entre a enzima e o suporte polimérico. Dois tipos de
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imobilizacdo podem estar acontecendo neste sistema: adsorcao fisica e

confinamento na matriz polimérica.

Considerando que as solugbes de PBS e PBS Tween sejam capazes de
remover da tira as moléculas de enzima simplesmente depositadas na superficie,
sem nenhum tipo de ligagdo e aquelas confinadas na matriz polimérica, observa-se
que apos as lavagens com estas solugdes, ainda ha leituras altas de absorbancia,
indicando que ainda existe enzima ativa imobilizada no polimero. Desta forma, é
possivel concluir que sao poucas as moléculas de enzima que estdo simplesmente
depositadas na superficie ou confinadas. Esta suposi¢cao pode ser confirmada apods
a lavagem com o SDS o qual foi eficiente para romper as ligacdes fisicas entre a
HRP e os polimeros, eliminando praticamente toda a enzima ativa da tira,

diminuindo drasticamente as leituras de absorbancia para todos os polimeros.

A partir destes resultados pode-se afirmar que o método predominante de
imobilizacdo da HRP nas amostras de PAni, PAni + PSS 5% e PAni + PSS 20% ¢ a
adsorcao fisica, sendo que parte das moléculas de enzima também pode ficar

depositada sobre a tira e confinada na matriz polimérica.

5.3.3 Estudo dainfluéncia da concentragéo de H,O,

Diferentes concentracbes de H,O, foram estudadas a fim de verificar sua
influéncia nos ensaios colorimétricos. As concentragdes de enzima foram mantidas
as mesmas do ensaio anterior para fins de comparagao. As Figuras 45, 46 e 47
mostram os resultados obtidos para a PAni, PAni + PSS 5% e PAni + PSS 20%,

respectivamente.

Analisando estas figuras observa-se que, em geral, as amostras se
comportaram de maneira semelhante, ou seja, 0 aumento na concentragcao de H,O,
no ensaio resultou em um decréscimo nas leituras de absorbéancia. Este resultado
confirmou o afirmado na literatura [65] sobre a desativacdo da HRP em presenca de

excesso do seu substrato.
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Figura 45 — Resposta espectroscopica para as varias concentragdes de H,O, para a enzima

imobilizada na amostra de PAni.
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Figura 46 - Resposta espectroscépica para as varias concentragdes de H,O, para a enzima
imobilizada na amostra de PAni + PSS 5%.
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Figura 47 - Resposta espectroscépica para as varias concentragdes de H,O, para a enzima
imobilizada na amostra de PAni + PSS 20%.

Observa-se que para a HRP imobilizada nos polimeros sintetizados neste
trabalho e sob as condicbes empregadas, uma concentracao de 0,04 mmol de H,0O;
ja é suficiente para provocar uma diminuicdo da atividade enzimatica. E claro que,
analisando os valores de absorbancia, mesmo com a diminuicdo da atividade, ainda
se obtém valores aceitaveis e até saturados de absorbancia para as concentracoes

de 1600 Ul/mL e 3200 Ul/mL, porém o decréscimo é visivel e significante.

A partir deste ensaio determinou-se que ao expor a enzima a concentracdes
de H,O, maiores que 0,04 mmol, pode-se ter como resultado uma perda da atividade
enzimatica devido a desativagao do centro ativo de algumas moléculas de enzima.
Obviamente este resultado ndo pode ser generalizado para todas as condigcbes de
analise tendo em vista que se esta trabalhando com um sistema bioldgico, o qual é

influenciado por diversos fatores além da concentragdo de seu substrato no meio.
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5.3.4 Estudo da sensibilidade do biossensor ao H,O»

Analisando os resultados, observou-se que a concentracdo de 1600 Ul/mL de

HRP apresentou os melhores valores nos testes colorimétricos, independente da

concentragdo de H,O, utilizada e do polimero. Desta forma, os ensaios de

cronoamperometria serdo realizados apenas para esta concentracdo de enzima
imobilizada nas amostras de PAni, PAni + PSS 5% e PAni + PSS 20%. As curvas de

corrente versus tempo podem ser observadas na Figura 48.

A primeira aliquota de H,O, foi adicionada apds um periodo de estabilizagao

da corrente de aproximadamente 450 segundos para todas as amostras. A partir dai,

as adigdes ocorreram com intervalos de 2 minutos. Quanto maiores os niveis de

corrente atingidos para cada adigdo, mais sensivel é o biossensor.

4
— PAni
1 —— PAni + PSS 5%
—— PAni + PSS 20%
34
€
(@]
< 2-
=
14
0 — 71t r 1 r 1 . T - 1T T+ 1T r T T T 7
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600
Tempo (s)

1800

Figura 48 — Cronoamperometrias obtidas pela aplicagdo de um potencial constante de 0,6 V e

adig¢des sucessivas de 10 uL (0,14 mmol) de H,O, a cada 2 minutos.
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Pela Figura 48 observa-se que a cada adicao de H,O,, um pico de corrente é

gerado sendo que estes sdo mais intensos nas primeiras adi¢des. A partir da quinta
adicdo o aumento nos valores de corrente ja ndo € tado consideravel e um nivel de
saturagcdo parece ter sido atingido. Isto significa que para estes valores de
concentracdo de H,O, o biossensor ndo apresenta mais sensibilidade, pois entre

uma concentragao e outra, pouca variagao na corrente pode ser detectada.

A Figura 49 relaciona o valor da corrente (medida na metade do tempo entre
as adigbes) com a concentracdo de H,O, Neste tipo de grafico espera-se uma
relagdo linear entre corrente e concentracdo na maior faixa possivel de

concentragoes.
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Figura 49 — Corrente versus concentragao de H,O, obtidas a partir da Figura 48.

Observa-se na Figura 49 que, para as amostras de PAni e PAni + PSS 5%,
uma relacao linear entre corrente e concentracdo € obtida com um bom coeficiente
linear apenas nos 5 primeiros pontos da curva. Apds este ponto, a variacdo da
concentragdo de H»O, ndo gera alteragbes significativas na corrente produzida,

confirmando a diminuicdo da sensibilidade do biossensor. Ja para a amostra de HRP
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imobilizada em PAni + PSS 20%, uma resposta linear com um coeficiente de

linearidade de 0,995 foi obtida para as 6 primeiras adicdes de H,0..

Considerando que a amostra de PAni + PSS 20% obteve a melhor resposta
amperométrica, determina-se a partir da sua curva que o biossensor produzido
utilizando este polimero como suporte apresenta resposta linear na faixa de analise

de 0,14 a 0,84 mmol de H,O, segundo a seguinte equacgao:

_1-0,7323

C 0,852

©)

onde C corresponde a concentracido de H,O, e | corresponde a corrente produzida.

Além da faixa de analise, pode-se determinar também por
cronoamperometria, o tempo de resposta do biossensor. A Figura 50 mostra o

primeiro pico de adigdo do H,O; para as trés amostras analisadas.

1,60

1,40 ——PAni
——PAni + P55 5%
——PAni + PS5 20%

0,40

0,20 1

0 03— S — ————
400 450 500 550 600

Figura 50 — Resposta dos biossensores amperométricos em fungcéo do tempo.

Considerando que a primeira adigao ocorreu no tempo de 450 segundos, o
tempo que os biossensores levaram para atingir o pico maximo de corrente, o qual é

definido como o tempo de resposta do biossensor, foi de 10 segundos para as
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amostras de PAni e PAni + PSS 20% e de 15 segundos para a amostra de PAni +
PSS 5%.

Ao comparar este ensaio de cronoamperometria com 0S ensaios
colorimétricos, observou-se que as aliquotas de H,O, aqui adicionadas sdo muito
mais concentradas do que aquelas utilizadas no ensaio colorimétrico. Primeiramente
deve-se considerar o volume das solugdes utilizadas em cada teste. No teste
colorimétrico, o H,O; foi diluido no volume do pogo da microplaca (250 pL) enquanto
que no ensaio amperométrico, a diluigdo ocorreu em uma célula de 1500 pyL. Mesmo
considerando estas diluicdes, observa-se que as aliquotas do teste amperométrico
caracterizariam, segundo os testes colorimétricos, um excesso de H,O,, o qual

resultaria em desnaturagao da enzima. Porém, isto n&do foi observado neste ensaio.

De acordo com a literatura [100], sdo esperadas respostas diferentes entre os
ensaios colorimétricos e amperométricos, tendo em vista que a mudancga de sinal
que caracteriza o ensaio é totalmente diferente para os dois testes. No ensaio
colorimétrico a difusdo das moléculas de H,O, na matriz polimérica € o fator
determinante na resposta, enquanto que no ensaio amperométrico a difusdo de

elétrons é responsavel pela geragao da resposta.

Considerando estes fatores, & dificil obter uma relacdo direta entre as
respostas dos dois ensaios em relagao a concentracdes limites de H,O,. Porém,
pode-se considerar que o ensaio colorimétrico foi satisfatério para a determinacao
da atividade e da concentracdo 6tima de HRP imobilizada nos polimeros, enquanto
que o ensaio amperométrico permitiu determinar uma faixa de analise em que o
biossensor é sensivel a diferentes concentracbes de H,O,, além de indicar o
polimero que apresentou o melhor desempenho como suporte para a imobilizagcao
da HRP.
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6 CONCLUSOES
Em relacéo a:
e Sintese dos polimeros:

O método de sintese por adi¢cao rapida dos reagentes permitiu obter PAni e
PAni dopada com 5, 10 e 20% em massa de PSS. Analises por espectroscopia
infravermelho mostraram que os polimeros encontram-se num estado parcialmente
oxidado. A condutividade das amostras é inversamente proporcional a quantidade
de PSS. Micrografias MET mostraram a formacado de PAni e PAni + PSS 5% com

morfologia de nanofibras e de nanoparticulas irregulares para PAni + PSS 10 e 20%.

A amostra de PAni + PSS 10% mostrou maior eletroatividade do que as
outras amostras em HCI (pH 1) enquanto que em KCI (pH 5) e PBS (pH 7) as
amostras de PAni + PSS 5 e 10% foram as mais eletroativas.

e Producdao das tiras teste:

As amostras de PAni e PAni com 5 e 20% em massa de PSS foram as mais
adequadas a serem usadas na construcado das tiras teste pois cobriram com maior
qualidade as trilhas de pasta de carbono, como foi confirmado por MO. A
microestrutura nanofibrilar e nanoparticulada dos polimeros foi igualmente

constatada por MEV.

A amostra de PAni + PSS 20% aplicada sobre as tiras teste apresentou a

maior eletroatividade por voltametria ciclica nos meios KCl e PBS.
e Imobilizacdo da enzima e caracteriza¢gao do biossensor:

Os testes realizados mostraram as amostras de PAni, PAni + PSS 5% e 20%
como as mais adequadas para a imobilizacdo da HRP. A atividade enzimatica apds
imobilizacdo foi melhor com a amostra PAni + PSS 20%, conforme testes

colorimétricos.
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Apenas a lavagem das tiras-teste com a solugdo de SDS, ao contrario das

solugcdes de PBS e PBS Tween, foi capaz de remover a enzima, indicando que a

imobilizagdo predominante é do tipo adsorcéo fisica.

Finalmente, foi a amostra PAni + PSS 20% que apresentou a melhor resposta
nos ensaios amperométricos, com muito boa linearidade no intervalo 0,14 a 0,84

mmol de H,O, e tempo de resposta da tira teste de 10 segundos.

Em geral, a metodologia proposta neste trabalho foi eficiente na producéo de
biossensores amperométricos enzimaticos. A producdo das tiras pelo método de
silk-screen mostrou ser de facil aplicacido e reprodutibilidade, apesar de ser um
método manual. Por outro lado, o método de imobilizagdo da enzima no polimero em
solugédo, apesar de simples e pratico, apresentou algumas dificuldades quanto a
aplicacdo da solucéo final polimero/enzima sobre a tira. A grande vantagem do
método proposto neste trabalho é a facilidade de caracterizacdo deste dispositivo
através da simples utilizacdo das conexdes do tipo USB, possibilitando sua futura

producao em escala.
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7 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

e Estudar novas sinteses poliméricas que facilitem a imobilizacdo da

enzima, mantendo o maximo possivel de sua atividade;
e Produzir as tiras teste através de meios automaticos;

e Estudar novas formas de aplicagdo do polimero sobre a tira teste a fim

de permitir a reprodutibilidade da metodologia;

e Estudar a imobilizagdo na matriz polimérica de outras enzimas da

classe das oxidorredutases.

e Produzir o aparelho que realizara a leitura dos biossensores.
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