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RESUMO

TEIXEIRA, Jorge Otavio Nunes. OBTENCAO DO BIOSSENSOR AMPEROMETRICO
DUPLA CAMADA POLIPIRROL/PEDOT:PSS/GLICOSE OXIDASE E SUA
UTILIZACAO NO RECONHECIMENTO DE GLICOSE Orientadora: Ana Maria Rocco.
Dissertacdo de Mestrado apresentada a Escola de Quimica como parte dos requisitos
necessarios para a obtencao do grau de Mestre em Ciéncias (MSc).

Foram obtidos por amperometria eletrobiossensores monocamada e dupla camada.
Monocamada de polipirrol (Ppy) com glicose oxidase, (GOx), Ppy/GOx, com GOx 300, 2640
e 5128 UA. O dispositivo dupla camada, Ppy/GOx/PEDOT:PSS, foi obtido depositando-se um
filme do polimero comercial PEDOT:PSS sob a primeira camada, por casting e spincoating.
Os eletrobiossensores foram caracterizados pelas técnicas eletroquimicas de voltametria ciclica
(VC), cronopotenciometria (CP) e cronoamperometria (CA), e de andlise morfoldgica,
microscopia eletronica de varredura (MEV) e microscopia de for¢a atomica (AFM). As andlises
por MEV mostraram nanoestruturas em tubos e “couve flor” para o Ppy/GOx e o AFM mostrou
porosidade em nivel nanométrico, de 10 a 130 nm, requisitos para a obten¢do de sensores com
boa atividade e sensibilidade. Os filmes de PEDOT:PSS nas condigdes e volumes depositados
foram espessos, 5 e 10 um, mas analise por MEV mostrou a presenga de nanotubos entrelagados
na superficie do PEDOT:PSS. Os dispositivos PPy/GOx e PPy/GOx/PEDOT:PSS foram
obtidos reprodutivelmente e todos mostraram atividade eletroquimica por VC e CA, na
presenga e auséncia de glicose. O efeito da presenca de glicose foi indicado pela alteracao do
perfil voltamétrico e/ou aumento de corrente de pico na VC ou corrente na CA. Observou-se
comportamento de variagao linear das densidades de corrente, j, anddicas e catddicas, com a
raiz quadrada da velocidade de varredura nas VC, mostrando processo de oxirredugdo
controlado por difusdo de espécies em solucdo. A j foi dependente da concentragao de GOXx,
porém, com diferencas de 10! ampere, sugerindo que ha saturacdo da enzima funcionalizada
durante o crescimento do filme, e que mesmo usando 300 UA, a sensibilidade ¢ mantida nas
faixas de concentracdo de glicose presentes em sucos de fruta integrais e no sangue humano.
Diferentemente do relatado por outros autores, todos os dispositivos obtidos foram estaveis a
toda a bateria de teste, sem perder a eletroatividade, sugerindo a possibilidade de reuso. As
curvas de adicao de glicose foram obtidas para os dispositivos dupla camada que, entretanto,
tiveram tempo de resposta mais lentos do que o pretendido, em fungdo, provavelmente, da
resisténcia ao transporte de carga inferido pela espessura da camada PEDOT:PSS. Testes de
uso por CA por trés semanas mostraram que o dispositivo mantém excelente atividade de
reconhecimento. As boas propriedades do dispositivo podem ser atribuidas a existéncia das
nanoestruturas nas duas camadas e a presenga do PEDOT:PSS, o qual possui boa estabilidade
quimica e eletroquimica, além de mecanica.

Palavras Chave: Eletrobiossensores. Polipirrol. PEDOT.PSS. Glicose.



ABSTRACT

TEIXEIRA, Jorge Otavio Nunes. OBTAINING THE AMPEROMETRIC
DOUBLELAYER BIOSSENSOR POLYPYRROLE / PEDOT: PSS AND IT’S USE AS A
GLUCOSE ELECTRO BIOSENSOR USING GLUCOSE OXIDASE (GOX). Supervisor:
Ana Maria Rocco. Dissertation presented to Escola de Quimica/UFRJ as partial fulfillment of
the requirements for the degree of Master of Science (MSc.).

Monolayer and double layer electrobiosensors were obtained by amperometry.
Polypyrrole monolayer (Ppy) with glucose oxidase, (GOx), Ppy/GOx, with GOx 300, 2640 and
5128 UA. The double layer device, Ppy/GOx/PEDOT: PSS, was obtained by depositing a film
of the commercial PEDOT: PSS polymer on the first layer, by casting and spincoating. The
electrobiosensors were characterized by electrochemical techniques of cyclic voltammetry
(CV), chronopotentiometry (CP) and chronoamperometry (CA), and morphological analysis,
scanning electron microscopy (SEM) and atomic force microscopy (AFM). SEM analyzes
showed nanostructures in tubes and cauliflower forms for Ppy/GOx and AFM showed porosity
at nanometer level, from 10 to 130 nm, requirements for obtaining sensors with good activity
and sensitivity. The PEDOT: PSS films in the deposited conditions and volumes were thick, 5
and 10 um, but SEM analysis showed the presence of interwoven nanotubes on the PEDOT:
PSS surface. The PPy/GOx and PPy/GOx/PEDOT:PSS devices were reproducibly obtained and
all showed electrochemical activity by CV and CA, in the presence and absence of glucose. The
effect of the presence of glucose was indicated by the change in the voltammetric profile and /
or increase of peak current in the CV or current in the AC. It was observed a linear variation
behavior of current densities, j, anodic and cathodic, with the square root of the scan cyclic
velocity in the CV, showing oxidation-controlled process by diffusion of species in solution. j
was dependent on the concentration of GOx, however, with differences of 107! ampere,
suggesting that there is saturation of the functionalized enzyme during the film’s growth, and
that even using 300 UA, the sensitivity is maintained in the ranges of glucose concentration
present in integral fruit juices and in human blood. Differently from that reported by other
authors, all the devices obtained were stable throughout the test’s battery, without losing the
electroactivity, suggesting the possibility of reuse. The glucose addition curves were obtained
for the double layer devices which, however, had a slower response time than expected,
probably due to the resistance to the transport of the charge inferred by the thickness of the
PEDOT: PSS layer. Usage tests per CA for three weeks showed that the device maintains
excellent recognition activity. The good properties of the device can be attributed to the
existence of nanostructures in the two layers and to the presence of PEDOT: PSS, which has
good chemical and electrochemical stability as well as mechanical properties.

Keywords: Electrobiosensors. Polypyrrole. PEDOT:PSS. Glucose.
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1.INTRODUCAO

Eletrobiossensores e suas aplicagdes sdo um campo de estudo que tem atraido atencao
de varios centros de pesquisa. Sado dispositivos bioeletronicos que atuam tanto no
reconhecimento de compostos quimicos como biologicos de forma rapida e sensivel, capazes
de apresentar resultados estimados ou precisos. Envolvem conhecimento interdisciplinar e
multidisciplinar, unindo caracteristicas importantes como a seletividade pertinente as reagdes
bioquimicas e a facilidade com que sua operagdo ¢ conduzida. Suas aplicacdes acabam sendo
muito vastas, desde a area da saude até ao combate ao bioterrorismo (LIMA; NUNES, 2007;
BOGUE, 2005). O aumento do interesse nos biossensores, em geral, se deve ao seu grande
potencial em substituir técnicas utilizadas de maior custo, devido a sua seletividade, rapida
resposta, portabilidade, facil constru¢ao mecanica e facilidade de uso (LOUZADA et al., 2004;
DENNILSON; TURNER, 1995).

A construcao dos biossensores emprega técnicas de imobilizacdo onde se ¢ possivel
utilizar as mais variadas espécies biologicas que atuam como reconhecedores. Pode-se citar
como exemplo o DNA, as enzimas e os anticorpos. Estas espécies possuem uma seletividade
muito alta, e quando combinadas com um transdutor (6ptico, eletroquimico ou térmico), que
tenha uma boa sensibilidade, o resultado serd uma andlise complexa de facil execu¢ao. O
material biologico devera interagir de forma seletiva com o material a ser analisado (analito),
dessa forma, a escolha do primeiro dependera do segundo (CALIL; SILVA, 2011; TURNER,
2013). Exemplos os biossensores enzimaticos, que utilizam enzimas imobilizadas em um
transdutor. As vantagens da utilizagdo das enzimas ¢ a capacidade de que estas apresentam
forte afinidade com o substrato devido aos seus sitios ativos, a qual se deve a fatores como
tamanho da molécula do substrato, polaridade, grupos funcionais e energia de ligacdo, as
qualificando como 6timos catalisadores bioldgicos que atuam de forma especifica e seletiva
(COELHO; SALGADO; RIBEIRO, 2008).

Os biossensores atuam basicamente da seguinte maneira: o analito ao entrar em contato
com o receptor, que possui elevada especificidade e sensibilidade, ird produzir um sinal de
interesse que podera ser, por exemplo, mudanga em concentracao de ions, liberagao ou absor¢ao
de gases, emissao de calor, etc. Em seguida o transdutor, que nada mais ¢ do que uma interface,
mede esta mudanca fisica ou quimica no reconhecimento do analito e a transforma em um sinal
mensuravel como, por exemplo, potencial, corrente elétrica etc. Esses sinais sdo encaminhados

a uma unidade que ira realizar o processamento ¢ amplificacdo, de forma que possa ser
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armazenado em algum dispositivo e permita a leitura por um usuario (LOUZADA et al., 2004;
RAITERI et al., 2002; PATHAK et al., 2007).

Atualmente o leque de utilizagcdes dos biossensores estd muito amplo, estdo sendo
utilizados para o diagnéstico de doencas, levantamento de contaminantes em agua chegando
até ao combate ao bioterrorismo. No setor de saude, um exemplo ¢ o combate a diabete
mellitus. Os biossensores podem ser utilizados na determinacdo e quantificagdo de compostos
como colesterol e glicose em fluidos bioldgicos, aumentando a velocidade de determinagao
destas substancias em comparacao as técnicas ja utilizadas e com menor custo (NEWMAN;
TURNER, 2005; BOGUE, 2005; CALIL; SILVA, 2011).

Os polimeros t€ém vantagens na utilizacdo como materiais transdutores sobre os materiais
ceramicos ou metalicos para as aplicagdes em biossensores, como as suas condi¢des brandas de
sintese, sdo escalondveis e processaveis em larga escala, apresentam diversidade quimica e
estrutural, flexibilidade, baixa temperatura de operacao e podem apresentar biocompatibilidade.
O progresso em nanotecnologia tem fornecido oportunidades de design e fabricado varias
nanoestruturas poliméricas para biossensores que aperfeicoam algumas caracteristicas para
expandir suas aplicacdes na area de biossensores. Os parametros mais importantes para
melhorar a detec¢do s3o a sensibilidade, resposta/tempo de recuperagdo, e
reversibilidade/reprodutibilidade da resposta, as quais sdo fortemente dependentes da estrutura
quimica e tamanho da cadeia polimérica (PARK er. al, 2014; YOON; JANG, 2009).
Adicionalmente, a seletividade com relagdao a um alvo especifico e a prevencao de formagao de
ligacdo especifica ndo desejada ou adsorcao sdo pré-requisitos para deteccdo precisa (LEE et
al. 2018).

Biossensores eletroquimicos ou eletrobiossensores podem usar como material transdutor
um polimero intrinsecamente condutor (PIC). Os PIC sdo polimeros conjugados, polimeros
funcionais que vem sendo estudados desde meados da década de 70, ap6s a descoberta do
poliacetileno, mostrado na Figural. Apresentam propriedades Opticas e elétricas
proporcionadas por uma deslocalizagdo eletronica que permeia a cadeia polimérica. O processo
de oxidagdo sofrido pelo sistema m conjugado permite a cadeia polimérica mudar do status de
isolante para o de condutor, gracas a sobreposicao dos orbitais moleculares preenchidos
parcialmente, que permitem o livre transito de elétrons. (GERARD; CHAUBEY, 2002 e Cruz,
2006).
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Figural: Exemplos da estrutura dos polimeros condutores

Uma caracteristica importante nos polimeros intrinsecamente condutores ¢ o grau de
facilidade com que eles podem se oxidar e reduzir. Logo, na sua selecdo, ¢ importante existirem
mondmeros que contenham ligacdes simples (d) e ligacdes duplas (& e m) intermitentes, desta
forma os elétrons de configuragdo m (deslocalizados na molécula) serdo adicionados ou
retirados formando ions poliméricos, sem que a estabilidade da macromolécula seja afetada. A
adicao ou remocao do dopante (contra-ion) cria irregularidades na macromolécula (vacancias),
que associado as ligagcdes conjugadas, permitira a movimentacdo dos elétrons pela cadeia,
originando um material com propriedades 6ticas, elétricas parecidas as dos metais € a0 mesmo
tempo com caracteristicas diferentes dos polimeros convencionais. A condutividade dos PIC
pode ser ajustada através do nivel de dopagem, neste ponto percebe-se a importancia da area
superficial que influenciard diretamente na sensibilidade do biossensor (MATTOSO, 1996;
REZENDE, 2000; MEDEIROS et al., 2012).

Os PIC podem ser obtidos pelo método eletroquimico ou utilizando-se a sintese quimica.
No método eletroquimico existe a produ¢do de um cation-radical do mondmero, na sequéncia
existe a juncdo de dois cations radicais atrelada a saida de dois protons. Os cations radicais
derivados do monomero e do oligdbmero vao se combinando formando a cadeia polimérica
condutora. Esse mecanismo de eletropolimerizagdo ¢ caracteristico de compostos
heterociclicos, e ao seu final ocorre a restauracdo do sistema aromatico. Na sintese quimica
ocorre a inser¢do de um agente oxidante ao meio reacional, ocasionando a geragao do cation-
radical (MAIA et al, 1999).

O amplo campo de aplicacdes associado a facilidade de sintese, seja ela quimica ou
eletroquimica, torna o PPy o centro das atengdes no desenvolvimento dos PIC. A polimeriza¢ao

eletroquimica oferece algumas vantagens sobre a sintese quimica: a primeira vantagem ¢ que o
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produto da sintese ¢ um filme eletroativo ligado a superficie do eletrodo possuindo alta
condutividade; em segundo lugar, o rendimento em termos de carga esta proximo de 100 %;
também permite a polimerizagao in situ o que ¢ importante na confecc¢ao de eletrobiossensores.
Essas caracteristicas da sintese eletroquimica viabilizam o controle da massa e espessura do
filme (VERNITSKAYA; EFIMOV, 1997; ATEH; NAVSARIA; VADGAMA, 2006; XIA et
al., 2010), assim como a sua funcionaliza¢do por enzimas durante a propria sintese, obtendo-se
o eletrobiossensor em um Unico processo de sintese.

Com o avanco da nanotecnologia, nanoestruturas de PIC tém sido obtidas, como por
exemplo nanotubos, os quais, por apresentarem alta area superficial melhoram a qualidade de
detec¢do. Entretanto, essas nanoestruturas tém sido obtidas por sintese quimica, ou
eletrospinning, ¢ quando prensados para a construcao de eletrobiossensores, apresentam uma
perda de condutividade. O estudo da obtengao e designs de nanoestruturas de PIC por sintese
eletroquimica, portanto, obtidos autoarranjados e suportados no eletrodo ¢ um campo ainda
aberto que pode trazer grandes avancos na qualidade desses dispositivos.

Outro PIC que vem sendo testado em eletrobiossensores ¢ o PEDOT, o poli (3,4-
etilenodioxitiofeno). O PEDOT e em especial, o PEDOT:PSS, seu derivado comercial
sintetizado para aumentar a sua solubilidade em 4gua, tém sido empregados nos tltimos anos
em eletrobiossensores para a determinacao de diferentes analitos e varios trabalhos sdo descritos
no artigo de revisdo de HUI et al. (2018). Embora esse polimero ndo apresente propriedades
condutoras tao boas quanto o PPy, ele apresenta boa estabilidade quimica e eletroquimica, tendo
sido empregado em compositos, copolimeros ou apenas depositado superficialmente sobre
outros filmes de PIC para melhorar a estabilidade e aumentar o tempo de uso do

eletrobiossensor.
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2.0BJETIVOS

O objetivo geral deste trabalho foi produzir um eletrobiossensor dupla camada

empregando-se em conjunto o PPy e o PEDOT:PSS.

Objetivos especificos

- Avaliar a adequacao do eletrobiossensor dupla camada funcionalizado com Glicose Oxidase
a detecgdo de glicose, nas concentracdes presentes em sucos de fruta e no sangue humano,
empregando-se as técnicas de voltametria ciclica e cronoamperometria;

- Correlacionar a atividade do biossensor com a provavel formagao nanoestruturas através de
caracterizacdo mofoldgica por Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) e Microscopia de
Forca Atomica (AFM) as duas camada de polimero; (SOLICITOU INICIAR PELO FIM)
-Avaliar a utilizagdo sinérgica da boa propriedade de condutividade elétrica do PPy crescido
eletroquimicamente, técnica que permite funcionalizagdo por enzima simultaneamente ao
crescimento do filme, e das propriedades mecanicas do PEDOT:PSS, que pode conferir
possibilidade de retiso do dispositivo por melhorar a estabilidade quimica/eletroquimica do
dispositivo;

- Estudar a estabilidade do eletrobiossensor ao retso conferida pelo uso do PEDOT:PSS.
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3.REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Biossensores

O papel dos processos biologicos e bioquimicos ¢ primordial na elaboragao de
diagnésticos clinicos, analise da qualidade de alimentos, aplicagdes médicas, nas tecnologias
de biorreatores, no controle de aguas residuais industriais, mineragdo e na industria de defesa
militar [SUNDSTROM et al., 2014; LOWE, 1984].

Entretanto, a conversdo de dados bioldgicos para sinais elétricos mensuraveis ¢
atualmente um processo demorado. Nesse contexto, biossensores tém sido explorados
amplamente como dispositivos conversores de um sinal bioquimico mensuravel.

Os biossensores sao dispositivos autdnomos, compostos por um receptor € um
transdutor de forma integrada. O receptor necessariamente devera ser um composto bioldgico
responsavel por detectar o analito, enquanto o transdutor reconhece o sinal bioquimico ou
bioldgico emitido pela interagdo do receptor com o analito, é convertido pelo transdutor em um
sinal que possa ser medido fornecendo respostas quantitativas ou proximas destas. Essa
defini¢ao de biossensor ¢ a utilizada pela Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada
(IUPAC).

Ja no comego da década de 1960, Clark ¢ Lions (1962) desenvolveram um eletrodo
enzimatico considerado o precursor dos biossensores atuais utilizando glicose oxidase fixada
em acrilamida. Devido aos elevados potenciais de redugdo tornou-se possivel identificar o
consumo de oxigénio utilizando-se como eletrodo de suporte a platina. Foi possivel verificar
que a concentracdo de glicose mantinha uma relagao de proporcionalidade com a quantidade
de oxigénio dissolvido. O trabalho de Clark e Lions foi pioneiro na imobilizagdo dos
biocatalisadores em transdutores eletroquimicos, apresentando ao mundo o termo “eletrodo
enzimatico”. Ao final da década de 60 surgiram os primeiros biossensores potenciométricos,
fazendo-se valer do acoplamento da urease em uma membrana, o analito de interesse era a
uréia. Este trabalho foi realizado por Guibault e Montalvo (UPDICKE, 1967; GUILBAULT,
MONTALVO, 1969; GEORGE et al., 2000).

Nos anos 70 destacou-se o trabalho realizado por Eddows e Kuwana, que registraram a
primeira transferéncia de elétrons entre o material bioldgico e um eletrodo. Isso foi possivel
utilizando um eletrodo de ouro com 6xido de estanho dopado com indio (conhecido como ITO),
e citocromo como material bioldgico. Por volta de 1979, pesquisadores russos comprovaram

que o transporte de elétrons entre a enzima e o eletrodo tornava-se vidvel utilizando-se enzimas
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que se valem de utilizagdo do perdxido de oxigénio e do proprio oxigénio como agentes
redutores e oxidantes. Nessa década os biossensores foram introduzidos no mercado (GORTON
etal., 1999).

Nos anos 80 o desafio foi diminuir os custos de producao dos biossensores para competir
com outras tecnologias empregadas. Um trabalho envolvendo o uso do ferroceno e seus
derivados com oxidorredutases publicado em 1984 (CASS et al., 1984) foi o ponto de partida
para que a empresa MediSence (USA) produzisse em 1987 biossensores em placas com
dimensdes semelhantes a de canetas esferograficas destinados a quantificacdo de glicose em
fluidos biologicos (sangue humano). Este biossensor foi baseado no trabalho publicado por
Matthews et al. (1987).

A pesquisa e desenvolvimento dos biossensores na década de 90 concentrou-se em
encontrar novas op¢des de receptores e transdutores, expandido as aplicagdes. Foram
empregados DNA, enzimas e células como receptores e transdutores termométricos ou
calorimétricos, oOticos, eletroquimicos e piezoeléctricos. Alguns exemplos de diferentes
biossensores especificando o substrato, enzima, transdutor e aplicagdes sao dados na Tabela 1.

No inicio dos anos 2000, com a intensificacao de ameagas de terrorismo, vislumbrou-se
na utilizacdo dos biossensores um forte aliado no combate do mesmo, pois os agentes biologicos
ndo sdo tao facilmente detectados como os agentes quimicos. Concomitantemente, o estudo e
desenvolvimento de biomarcadores para doengas como o cancer atraiu a ateng¢ao, pois o ganho
no combate a esta enfermidade tende a ser considerdvel com o monitoramento das células
cancerigenas, mapeando as respostas que elas fornecem ao receberem as cargas de drogas
quimioterdpicas as quais os pacientes precisam se submeter (CALIL; SILVA, 2011;

D’ORAZIO, 2011).

Tabela 1: Exemplos de biossensores enzimaticos e suas aplicacdes (COELHO et al., 2008)

Enzima Faixa de

trat o Transdutor .~ Aplicaca
Subs 0 Imobilizada sduto medicao plicacao
Alcool " , . .
Etanol . Amperométrico Até 800 ppm Analises Clinicas
desidrogenase
Glicose-oxidase Indistria
Glicose, Sacarose Invertase ’ Amperométrico 10°-10*M Alimenticia e
agricultura
Acido Ascorbico  Ascorbato oxidase  Amperométrico 62,5 —500 uM Ipdustrrlq
Alimenticia
Pe‘r Ode? fle Peroxidase Otico 1-10mM Anal‘lses Clinicas
Hidrogénio e bioprocessos
Fenol Rodinase Calorimétrico 0,01-1,0M Meio Ambiente

Penicilina Penicilinase Potenciométrico 10%-10-2M Médica
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O século XXI trouxe, de acordo com Kassal et al. (2018), o avango paralelo das
tecnologias de sensoriamento quimico e tecnologias de comunicagdo sem fio, as quais tém
estimulado o desenvolvimento de sensores quimicos sem fio (WCSs). Esses dispositivos
hibridos permitem a determinagao sem fio, a coleta e distribuicdo de informagdo analitica
(bio)quimica de uma forma que tém apresentado um impacto significativo nas aplicagdes em
saude, defesa, esporte, meio ambiente e agricultura. Desafios e exemplos para cada um dos
principais sensores quimicos e principais tecnologias relacionadas a diferentes areas de
aplicacdo sdo revisadas.

O biossensor eletroquimico com enzima como elemento de bioreconhecimento ¢
tradicionalmente um tdépico de pesquisa atraente devido a sua alta perspectiva comercial nos
setores de saude e meio ambiente. O interesse de pesquisa sobre o assunto foi acentuadamente
aumentado desde o inicio do século XXI devido ao aumento concomitante do conhecimento no
campo da ciéncia dos materiais. Os efeitos de muitos materiais avangados, tais como polimeros
condutores e nanomateriais, foram reconhecidos no desenvolvimento de eficientes bioeletrodos
enzimaticos de 3* geracdao que oferecem seletividade superior, sensibilidade, com detec¢ao de

concentracdes pequenas de analitos.

3.1.1 Modo de operacao do biossensor

O funcionamento dos biossensores se fundamenta em duas etapas principais, (i) o
reconhecimento do analito e (ii) a transducdo do sinal gerado pelo reconhecimento, embora
outras etapas estejam presentes no processo, como por exemplo a amplificagdo do sinal gerado.

O receptor (componente bioldgico) ¢ imobilizado no transdutor, responsavel pelo
reconhecimento do analito. Esse receptor devera possuir uma afinidade muito alta pelo analito
a ser analisado, podendo ser enzimas, anticorpos, DNA entre outros. O transdutor atua como
um sistema operacional, a fungdo basica de um sistema operacional é realizar a interface entre
0 usuario e o computador, esse € o papel do transdutor. O transdutor realiza a interface entre o
biorreconhecimento realizado pelo receptor ao interagir com o analito com a unidade que
processara o sinal. Quando o receptor entra em contato com o analito ocorre uma mudanca
fisica ou quimica no meio e essa alteracdo ¢ transformada em um sinal mensuravel pelo
transdutor podendo ser massa, carga, calor ou luz. Na Figura 2 encontra-se um diagrama
esquematico do funcionamento dos biossensores. A unidade responsavel pelo processamento
do sinal transduzido, amplifica e analisa o sinal, tornando essa informacao apta ao entendimento

do usuério, podendo ser lida ou até armazenada em algum dispositivo.
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3.1.2 Enzimas como componentes biolégicos para o reconhecimento do substrato

As enzimas como componentes bioldgicos para o reconhecimento do substrato sdo muito
importantes pelo fato de possuirem caracteristicas peculiares tais como alta seletividade e
sensibilidade (NELSON, 2002; WOOLERTON et al., 2002). Algumas desvantagens também
sdo apontadas como, por exemplo, o seu custo elevado de mercado e a necessidade de cuidados
no armazenamento das mesmas, pois sao muito sensiveis a temperaturas relativamente baixas.
Uma forma de tornar o seu uso economicamente viavel € reutilizé-las. Nesse sentido, o emprego
das enzimas imobilizadas ¢ apontado como vantagem e como porta de entrada para a produgdo
e comercializacdo dos biossensores em larga escala (COELHO et al., 2008; SOUZA et al.,
2016).
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Figura 2: Representacdo esquematica de um biossensor e a organizagdo dos componentes funcionais.

A detec¢do do analito ¢ realizada pelo componente bioldgico que gera um sinal (A), que é convertido pelo
transdutor gerando o sinal (B), em seguida ¢ amplificado e processado resultando na informacao (C), que podera
ser armazenada ou apresentada em um display . Adaptada de Calil (2011)
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3.1.3 Biossensores para o reconhecimento de glicose

Segundo Updike (1967), o primeiro biossensor para reconhecimento de glicose utilizava
a enzima glicose oxidase (GOx) imobilizada em membrana de acrilamida, suportados em
eletrodo de platina. Basicamente, este biossensor atuava medindo a concentragdo de oxigénio
dissolvido que estava relacionado diretamente a concentragao de glicose.

A reagao de oxidacao da glicose envolve as seguintes etapas, de acordo com Yoo e Lee

(2010):

B-D-glicose + GOx— FAD —— D-glucono-&-lactona + GOx — FADH2

D-glucono-&-lactona 0 . 4cido glucénico

GOx—-FADH2 + 02 — GOx-FAD + H202

HO: — 2H'+0:2+2¢

A reacdo de oxidacao da glicose, utilizando a enzima glicose oxidase (GOx), ¢
apresentada na Figura 3:
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Figura 3: Reag@o enzimatica de oxidagdo da glicose e regeneracdo da enzima GOx. (BANKAR et al., 2009)

Como observado da Figura 3, a oxidagao da B-D-glicose ¢ catalisada pela enzima glicose
oxidase (GOx) do grupo das flavoproteinas pela redu¢ao do cofator FAD para FADH?2,
produzindo o acido gluconico por hidrolise espontanea (sem ag¢ao da enzima) da D-glucono-6-
lactona, gerando o perdxido de hidrogénio pela acepgao de elétrons pelo oxigénio. A reagdo
gera um fluxo de elétrons devido a reagdo hidrogénio/peroxido de hidrogénio proporcional a
concentragdo de glicose na solugdo, e ¢ justamente esse fluxo de elétrons que ¢ detectado pelo

transdutor (WOHLFART et al., 2004; BANKAR et al., 2009).
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A glicose oxidase foi descoberta em 1928 através de extratos de fungos Aspergillusniger,
ela faz parte do grupo das oxiredutases. Utilizando o oxigénio como receptor de elétrons acaba
atuando como catalisador de reagdes de oxirreducao. O perdxido de hidrogénio € um
subproduto que, além de suas fungdes fungicidas e bactericida, ¢ o termémetro da atuagao
enzimatica, pois a quantidade de peroxido de hidrogénio formado estd diretamente relacionada
com a capacidade da enzima em reagir com a glicose presente no meio (WILSON, 1992;
MURPHY, 2006; WONG et al., 2008).

Na Tabela 2 sdo apresentadas as principais caracteristicas da glicose oxidase (GOXx).

Tabela 2: Principais caracteristicas da enzima glicose oxidase (GOx) (SUN et al., 2001; XU et al., 2003)

Didmetro Dimensoes PH Faixa de Ponto
Grupo Cofator Médio Formato (A) 6timo Atividade Isoelétrico
(nM) PH
Globular .\ ) 8 Esferoide 60x52x37 5.5 4-7 42
dimérica

3.1.4 Enzimas ligadas a transdutores

O funcionameanto de um biossensor ¢ fun¢do do resultado obtido da etapa de
imobilizacdo enzimatica, pois o resultado esperado, que ¢ a leitura de uma determinada
concentracao de analito, vai depender da quantidade de enzima que ficou ligada no transdutor,
logo se deseja que uma quantidade grande de enzima seja imobilizada. Outro fator que
influenciard o desempenho do dispositivo serd a atividade catalitica da enzima, por esse motivo,
variaveis como temperatura ¢ pH deverdo ser controlados durante todo o processo de
imobilizacao (LUCA; REIS, 2011; ROSATTO et al., 2001). A possivel perda de atividade
durante a imobilizagdo ¢ uma das desvantagens na utilizacdo das enzimas.

Existem diversos métodos de imobilizagdo enzimaticas relatados na literatura, a
imobilizacao por adsor¢ao que pode ser fisica, covalente ou i06nica; confinamento em matriz
polimérica ou microcapsulas e a imobilizagdo por ligagao cruzada (VECCHIA et al., 2004;

KRAJEWSKA et al., 2004; COELHO et al., 2008 e Krajewska et al., 2009).
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Dos diversos métodos de imobilizagdo existentes a adsorcdo fisica possui baixo custo
além de ser rapida e de facil execugdo, constitui-se de interagdes fisicas entre uma matriz
polimérica e a enzima. As interagdes fisicas podem se apresentar das seguintes formas: Van der
Waals ou eletrostatica, ligagdes de hidrogénio, dipolo-dipolo ou aprisionada na matriz
polimérica através dos poros. Outro método baseado no confinamento da enzima em uma
membrana ¢ a encapsulagdo, no qual a enzima ¢ aprisionada na superficie do eletrodo que possui
porosidade controlada para que facilite a difusdo do analito e demais produtos que possam
surgir da reagao.

A imobilizagdo por ligagdes covalentes e covalentes cruzadas sio métodos bastante
utilizados, porém, que apresentam como desvantagens a possivel perda de atividade catalitica
devido a mudanga conformacional das enzimas relativamente ao sitio ativo e formacao de
barreira dificultando a difusdo e aumentando o tempo em que o biossensor fornecera a resposta
respectivamente (COELHO et al., 2008).

Todos os métodos de imobilizagdo descritos acima possuem como caracteristica comum
a formacao de um par enzima-transdutor, onde a relagdo entre eles esta bem definida: a enzima
realiza o reconhecimento do analito e o transdutor capta o sinal oriundo dessa reagdo, a
concentracdo do substrato ¢ relacionada ao sinal captado pelo eletrodo fornecido pelo
desaparecimento do reagente ou formacdo de produto relacionado a reacdo enzimatica

(MOLDOVAN, 2007).

3.1.4.1 Tipos de transdutores empregados

Alguns requisitos sdo necessarios para que um determinado material seja classificado
como suporte para compor um biossensor, caracteristicas como permeabilidade, elevada area
superficial, estabilidade mecanica e quimica, custo, morfologia entre outras sdo essenciais para
que o suporte desempenhe suas fungdes como transdutor. Os suportes podem ser organicos ou
inorganicos em relacao a origem e em relacao a morfologia podem ser porosos, nao porosos ou
gel (SOUZA et al., 2016).

A elevada érea superficial que os suportes porosos possuem ¢ uma vantagem desse tipo
de material para a imobilizagdo das enzimas, pois apresentam elevada area superficial, porém,
a difusdo do analito pode ser prejudicada, pois ird ocorrer em todas as direcdes, inclusive para
o interior do suporte através dos poros. Os suportes nao porosos imobilizam as enzimas na
superficie, uma vantagem, pois ird facilitar o acesso do analito a enzima, porém, diferentemente

dos suportes porosos sua area superficial ¢ muito menor prejudicando a resposta do biossensor.
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Na classe dos materiais organicos, destacam-se os polimeros, que possuem diferentes
formatos e estruturas quimicas permitindo construir um suporte com as cacteristicas desejadas.
De todos os materiais empregados como suportes 0s organicos naturais, polimeros e
nanomateriais destacam-se, com muitos trabalhos relacionados na literatura.

Uma boa descri¢do de diferentes suportes nanoestruturados ¢ feita no artigo de revisdo de
Das et al. (2016), os quais mencionam o uso de nanotubos de carbono, grafeno e diferentes
nanoparticulas metalicas, puras ou ligas metalicas, além de 6xidos nanoestruturados. Esses
suportes, em especial, assim como polimeros condutores eletronicos permitem a obtencao de
eletrobiossensores de 3% geragdo, que viabilizam a transferéncia direta de elétrons entre a enzima
e o suporte condutor.

Os suportes (transdutores) utilizados na imobilizagdo podem ser classificados como
eletroquimicos, opticos, piezoelétricos e calorimétricos. Essa mesma classificagao se aplica aos
biossensores.

Dentre os transdutores eletroquimicos, podem ser citados:

(1) Transdutores Amperométricos, anteriormente mencionado;
(i1) Transdutores Potenciométricos;
(iii))  Transdutores Condutimétricos;

(iv)  Transdutores Impedanciométricos;

3.1.4.1.1 Transdutores Eletroquimicos

Um eletrobiossensor ¢ formado resumidamente de um componente biologico € de um
transdutor, sendo a enzima o componente bioldgico e o transdutor do tipo eletroquimico. Dentre
eles os biossensores enzimaticos, conhecidos como eletrodos enzimaticos. Neste tipo de
biossensor o transdutor eletroquimico converte o sinal bioldgico oriundo do reconhecimento da
enzima pelo substrato em um sinal elétrico (BARIOTO, 2014).

Os biossensores compostos por transdutores eletroquimicos fundamentam-se na
produgdo de eletrodos quimicamente alterados com componentes bioldgicos imobilizados,
sendo muito importantes na area de analises clinicas. Possuem custo baixo, elevada
sensibilidade, resposta rapida e boa estabilidade. Os transdutores eletroquimicos se classificam
em Amperométricos, Potenciométricos, Condutimétricos e impedanciométricos dependendo do
tipo de medi¢do a ser realizado (SHEPPARD E MEARS, 1996; SINGH et al., 2008 e
CALIL,2011).
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3.1.4.1.2 Transdutores Eletroquimicos Amperométricos

Os eletrobiossensores formados por transdutores amperométricos sdo a classe mais
difundida de biossensores eletroquimicos, sua importancia se deve ao fato de terem sido
pioneiros na area de biotecnologia (DZYADEVYCH et al., 2007), ja que, como descrito
anteriormente, uma transducao facil, especifica e sensivel de um sinal bioquimico para detec¢do
quantitativa ou semi-quantitativa de um analito de interesse sdo fatores essenciais para um
biossensor ser de apelo comercial. Os biossensores baseados em transdutores amperométricos
sdo amplamente aclamados ndo apenas pelo seu potencial inerente para exibir essas
propriedades funcionais, mas também por suportar o escopo de reduzir seu tamanho com baixo
custo de producao, ser de facil fabricacao e operagao simples com baixa ou nenhuma perda de
amostra (WILSON, 2005). No entanto, o principio operacional e a abordagem de design
utilizada para desenvolver biossensores amperométricos pode influenciar amplamente as
propriedades funcionais acima mencionadas e suas caracteristicas. Transferéncia eletronica de
elétrons entre a substancia biocatalitica de reconhecimento e o eletrodo ¢ necessaria. Os
biossensores formados por transdutores amperométricos funcionam pela produg¢do de uma
corrente quando um potencial ¢ aplicado sobre o eletrodo de trabalho (em um célula
eletroquimica) em resposta ao analito de interesse.

Um biossensor amperométrico a base de enzimas compreende enzimas
confinadas/imobilizadas atuando como uma camada quimicamente seletiva sobre um suporte
que consiste de um material/matriz altamente condutor. O suporte atua como eletrodo para
transduzir o sinal bioquimico para um sinal elétrico sob a influéncia do potencial aplicado
(HIRST; STEVENS, 1985; WILLNER et al., 2006). Ou seja, quando a detecc¢ao eletroquimica
ocorre em um sistema em que houve a aplicagao de um potencial ou rampa, seguido de uma
transferéncia de carga, a deteccdo ¢ do tipo amperométrica. Na superficie do eletrodo de
trabalho ocorre a oxidagdo ou reducdo de componentes eletroativos, resultando na geragdo de
uma corrente elétrica. A reagdo quimica ocorre com um potencial pré-definido, a corrente
gerada se relaciona linearmente com a espécie de interesse que estd em solugdo
(GRIESHABER, 2008; SILVA,2011).

A transferéncia de carga nos biossensores amperométricos pode ocorrer de trés maneiras
diferentes, e de acordo com o processo de transferéncia envolvido existem os seguintes grupos

ou geracdes de biossensores, cuja representagdo encontra-se na Figura 4:



31

Primeira geracio: S3o os sensores caracterizados pela quantificagdo de substratos naturais
através de sua concentracao ou através do produto gerado por uma reagao enzimatica (FREIRE;
PESSOA; MELLO, 2003). Ou seja, se o sinal/resposta apurado ¢ baseado na eletroatividade de
um co-substrato, produto ou co-produto da reagdo catalisada enzimaticamente, o biossensor ¢
classificado como de 12 geragao. Como exemplo de biossensor de primeira geragao tem-se o
eletrodo de oxigénio de Clark baseado no biossensor de glicose (CLARK AND LYONS, 1962).
Hé muitos inconvenientes nesses biossensores de 1? geracdo, como dificuldades técnicas em
manter a cadmera da amostra hermética (se oxigénio ¢ utilizado como indicador redox), ¢ a
necessidade de alto potencial redox para o indicador (600 mV versus ECS em eletrodo de Pt
para oxidar H>O2) o que pode afetar a especificidade do biossensor construido (DAS et al.,

2016).

Segunda gerac¢fo: Caracterizam-se biossensores de segunda geracdo quando o transporte de
elétrons, do sitio ativo da enzima para o eletrodo ¢ realizado por mediadores que se chamam
mediadores de elétrons. Sdo considerados mediadores de elétrons compostos inorganicos ou
organicos, pequenas moléculas. Como exemplo de biossensor de segunda geracdao tem-se a
combinag¢do da glicose oxidase e horseadishperoxidase (HRP), a dopamina ¢ o mediador sendo
adsorvida no eletrodo modificado utilizando argila na detec¢do de glicose (GORTON et al.,
1999; MOUSTY, 2004). Entretanto, a susceptibilidade de lixiviagdo do mediador soluvel na
solucdo de amostra e a barreira de difusao do mediador entre enzima-interface do eletrodo, sao
alguns dos inconvenientes que afetam a estabilidade e a reprodutibilidade dos biossensores de

2% geragao (DAS et al., 2016).

Terceira geracao: Essa geragdo fundamenta-se na transferéncia de elétrons entre a enzima e o
eletrodo diretamente sem qualquer mediador, levando os dispositivos a apresentar uma alta
seletividade e sensibilidade (GONG et al., 2005; GHINDILIS et al., 1997), uma vez que operam
em uma janela de potencial préxima ao potencial redox da enzima e a troca de elétron entre o
centro redox da enzima e o eletrodo toma lugar sem qualquer barreira de difusdo devido a
proximidade desses dois terminais. Como resultado reacdes concorrentes sdao evitadas

(GORTON et al., 1999; DAS et al.,2016).
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Figura 4: Mecanismos de resposta de diferentes geracdes de biosensores amperométricos. (a) 12 geragdo de
biossensores amperométricos onde, primariamente, um co-substrato ou co-produto ¢ usado como indicador redox;
(b) 22 geragdo de biossensores onde um mediador redox artificial é usado para a retransmissdo de elétrons; (c) 32
geragdo de biossensores onde ocorre transferéncia de elétron direta entre a enzima e o eletrodo para gerar a
resposta. Figura do autor.

3.1.5 Eletrobiossensores e os polimeros condutores

Os polimeros tém vantagens sobre os materiais ceramicos ou metalicos para as
aplicagoes de biossensores, como condi¢des brandas de sintese, sdo escalonaveis e processaveis
em larga escala, apresentam diversidade quimica e estrutural, flexibilidade, baixa temperatura
de operagdo e biocompatibilidade. O progresso em nanotecnologia tem fornecido oportunidades
de design e fabricado varias nanoestruturas poliméricas para biossensores. Alguns requisitos
chave para materiais poliméricos sdo necessarios para expandir suas aplicagdes na area de
biossensores. Os parametros mais importantes para melhorar a deteccdo sdo a sensibilidade,
resposta/tempo de recuperagdo, e reversibilidade/reprodutibilidade da resposta, as quais sdo
fortemente dependentes da estrutura quimica e tamanho da cadeia polimérica (PARK et al,
2014; YOON; JANG, 2009). Adicionalmente, a seletividade com relacao a um alvo especifico
e a prevencao de formagdo de ligagdo especifica ndo desejada ou adsorcdo sdo pré-requisitos
para deteccdo precisa (LEE et al., 2018).

A aplicagdo dos polimeros intrinsecamente condutores, PIC, nos biossensores trouxe um
ganho aos biodispositivos, pois essa classe de polimeros pode ser produzida rapidamente
controlando porosidade e espessura, além de permitir a aplicacdo em areas das mais diversas
dimensdes. Adicionalmente pode ser obtido em forma de filme por eletropolimerizacao. Trés

caracteristicas sao consideradas na analise do quanto um filme de PIC ir4 contribuir para a
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melhoria do desempenho de um biossensor. Sdo levados em consideragdo a porosidade,
morfologia e a espessura em nanoescala (XIA et al., 2010).

O advento dos PIC trouxe algumas vantagens em detrimento a utilizagdo dos materiais ja
estabelecidos pela comunidade cientifica na producdo dos biossensores, podendo-se citar:
grande oferta de monOmeros e outros similares sintéticos; producdo em larga escala com
miniaturizacdo dos sensores; facilidade de imobilizacdo de receptores na matriz polimérica;
mudanga do estado de oxidacao do filme com a deposi¢dao delineando as caracteristicas de
deteccao do polimero e por ultimo a capacidade de em temperatura ambiente obter respostas
reversiveis (MOLDOVAN, 2007).

O crescimento da utiliza¢ao dos biossensores eletroquimicos esta associado com o avango
na pesquisa ¢ desenvolvimento deste tipo de biodispositivo, principalmente no quesito de
utilizacao de PIC através da sintese quimica e eletroquimica. A sintese eletroquimica possui
como vantagem a deposi¢ao direta do filme polimérico no eletrodo com a imobilizacdo da
enzima, o que tem sido explorado na sintese de biossensores amperométricos
(RAMANAVICIUS et al., 2005; FIORITO et al., 2006; RAHMAN et al., 2008).

Alguns aspectos precisam ser levados em consideragdao, como o limite de detec¢ao dos
biossensores e as relagdes entre o sinal eletroquimico e a concentragdo de analito. De acordo
com Darain et al. (2007), a detec¢ao de alguns biossensores possui ordem de grandeza em torno
de 10°® mol.L'!. Esse limite é importante na determinacio da especificidade do biossensor, o
que definira sua aplica¢do. Sobre o segundo aspecto mencionado por Darain et al (2007), ¢
interessante que a relagdo entre sinal e concentra¢do do analito seja linear para que uma ampla
faixa de concentracoes de analito seja coberta garantindo a aplicacao direta do método.

De acordo com Xia et al (2010) a espessura do filme polimérico influencia fortemente o
tempo de resposta. A espessura esta relacionada com a difusdo do analito na matriz polimérica,
assim um filme mais fino permitird um processo de difusdo mais facil e homogéneo, além de
permitir uma maior area superficial para a imobilizagdo do receptor, consequentemente, maior
interacdo com o substrato. Xia et al (2010) relataram em seu trabalho que filmes de PIC com
pouca espessura podem ser obtidos através da técnica de spin-coating, polimerizagdo
eletroquimica e pelo método de crescimento de camada a camada. Através de um processo de
polimerizagao eletroquimica obtiveram um filme de polipirrol com glicose oxidase imobilizada
com espessura de 55 nm, aproximadamente. Os autores observaram que o emprego de
densidades de corrente mais baixas por periodos maiores permitiu a formacdo do filme

polimérico de forma mais ordenada tendo contribuido para a obtencdo de um filme mais fino e
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homogéneo, o qual permitiu uma boa difusdo de espécies, melhorando a sensibilidade do

biossensor.

3.1.5.1 Polimeros intrinsicamente condutores

Polimero se define como uma macromolécula composta por varias unidades que se
repetem ao longo da cadeia chamadas de meros, por esse motivo o termo polimero ¢ composto
da palavra grega poli que significa muitos, e mero que significa unidade de repeti¢do. A
molécula que origina a cadeia polimérica ¢ chamada de mondmero, ou seja, uma unidade de
repeticdo (CANEVAROLO, 2006).

Os PIC comegaram a ser desenvolvidos nos anos 70 e desde entdo abriram uma gama de
novas possibilidades em criacdo e aplicagdo de novos materiais, as quais sdo ilustradas na
Figura 5. Em 1992 Rudolph A. Marcus foi contemplado com o prémio Nobel de quimica devido
ao seu trabalho sobre a transferéncia de elétrons em processos redox com aplicacdes diretas em
biopolimeros. No ano 2000 outro prémio Nobel foi entregue a um trabalho envolvendo PIC, o
trabalho publicado por Alan J. Heeger, Alan G. Mac Diarmid e Hideki Shirakawa que trabalhou
a eletrocondutividade em poliacetileno (ATES, 2012; BATRINESCU et al., 2016).

De acordo com BOYUKBAYRAM (2005), propriedades que anteriormente apenas os
metais e semicondutores apresentavam, como as propriedades elétricas, magnéticas e Opticas
agora sdao obtidas em materiais poliméricos, que agregaram as vantagens mecanicas ¢ de
processamento que ja possuiam. Com isso, os PIC entraram para a familia dos materiais
inteligentes. Segundo WALLACE et al (2002) classifica-se como material inteligente todo
aquele que reconhece e processa estimulos ambientais e emite uma resposta dentro de um
periodo de tempo definido, que seja autoalimentado e que armazene e converta energia.

A possibilidade de manusear propriedades quimicas e elétricas pode dar origem a
materiais que poderdo capturar anions ou elaborar materiais com propriedades redox e
condutividades distintas respectivamente. E fundamental para o desenvolvimento de materiais
inteligentes que o processo que rege as propriedades quimicas, elétricas e mecanicas durante a
sintese desses compostos seja dominada, da mesma forma o grau de liberdade que existe para
que as propriedades possam ser alteradas através de um estimulo elétrico. SO assim, segundo
WALLACE et al (2002), ¢ possivel produzir materiais inteligentes. Além disso, ainda segundo
WALLACE et al (2002), as propriedades que um material ird obter serd fungdo da organizacao

molecular atingida.
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Figura 5: Aplicac¢des dos polimeros condutores . (Adaptado de Barioto (2014).

Os PIC agregaram muito ao estudo do materiais inteligentes ndo so por serem capazes de
conduzir eletricidade, mas por permitirem modelagem molecular especifica a um estimulo,
capacidade de processamento localizado e por permitir a atuagdo como mecanismo de resposta.
Essas caracteristicas permitem o uso em equipamentos de tecnologia como computadores e

interfaces, por exemplo (WALLACE et al., 2002).

3.1.5.2 Polimeros Intrinsecamente Condutores: Estrutura Molecular Organica

A caracteristica que identifica os PIC ¢ a disposi¢do das ligacdes simples e duplas na
cadeia polimérica, classificando essa classe como polimeros conjugados, ou seja, as ligacdes

simples e duplas estdo em uma sequéncia alternada conforme apresentado na Figura 6.
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Polipirrol
PPy

Figura 6: Formula estrutural do polipirrol indicando as ligacdes duplas alternadas e o caminho de condugdo
elétrica.

Essa alternancia de ligagdes resultam em elétrons desemparelhados e deslocalizados pela
cadeia do polimero, resultando em uma distribui¢dao quase que uniforme de estados energéticos.
As ligagdes duplas entre carbonos possuem uma ligacao do tipo “sigma” (o), que sdo ligagdes
covalentes fortes, e uma ligagcdo do tipo “pi” (m) menos localizada e mais fraca do que a o.
Assim os elétrons © ficam deslocalizados ao longo da cadeia do polimero, enquanto os elétrons
das ligacoes o estdo fixos na ligacdes covalentes, tornando o sistema unidimensional (PLATT,
1961).

Esta caracteristica de deslocalizacdo de elétrons m em polimeros condutores ¢ importante
para que o processo de dopagem quimica ou eletroquimica ocorra, pois os elétrons m podem ser
removidos com certa facilidade, ou até inseridos, permitindo a formacao de ions poliméricos
no processo de dopagem. A dopagem consiste em um processo de transferéncia de carga entre
a cadeia polimérica e o agente dopante, a remog¢ao ou insercao de cargas acarreta em mudangas
fisicas na cadeia polimérica. Como exemplo de mudangas que o polimero pode sofrer estd a
alteracdo de sua geometria, angulo de tor¢do e comprimento de ligagdes. A diferenciacao entre
os PIC dos polimeros ndo condutores ¢ justamente o processo de dopagem, os métodos
utilizados sdo a oxida¢do quimica parcial ou a eletroquimica. (MATTOSO, 1996; FILHO,
2000; FURUKAWA, 1999; FAEZ et al., 2000).

No caso da dopagem eletroquimica, o valor do potencial a ser aplicado ao eletrodo de
trabalho determina o nivel da dopagem, isso fara com que a condutividade baixa do polimero
aumente e como resultado suas propriedades serdo alteradas (HEEGER, 2002 e MC DIAMIRD,
2002).



37

3.1.5.3 Polipirrol

Um dos polimeros condutores mais estudados ¢ o polipirrol (PPy), que possui
propriedades fisicas que viabilizam seu uso em dispositivos eletronicos, baterias e sensores.
Pode-se citar as suas propriedades Opticas, elétricas, elevada estabilidade quimica, além de sua
Otima biocompatibilidade. Outra caracteristica que torna o polipirrol atraente ¢ a facilidade de
ser oxidado nos mais diversos meios inclusive dgua, utilizando potenciais mais baixos que
outros mondmeros, com a possibilidade de utilizacao de varios tipos de contra-ions durante a
sintese o que acaba influenciando em propriedades como adesdo, morfologia, condutividade
entre outras. Pode ser sintetizado através de duas vias, quimicamente e eletroquimicamente. A
principal diferenca entre as duas rotas ¢ a forma fisica obtida do polimero, que podera atender
a uma ou outra aplicacdo. Pela sintese quimica de baixo custo o polipirrol ¢ obtido em forma
de um po preto. A sintese eletroquimica obtém o polimero na forma de filme, com melhores
propriedades condutoras e ideais para aplicagdes em dispositivos eletronicos (LINDFORD,

1987; BARIOTO, 2014).

3.1.5.3.1 Métodos de Sintese

O polipirrol pode ser obtido por diferentes metodologias de sintese (GERARD, 2002):

Sintese Potenciostatica: Quando ¢ aplicado um potencial externo ocorrendo a
eletropolimerizacdo em um eletrodo suporte;
Sintese Galvanostatica: Quando ¢ aplicada uma corrente elétrica externa ocorrendo a
eletropolimerizagdo em um eletrodo suporte;
Polimeriza¢ao Quimica: Quando ¢ necessario a utilizacdo de um oxidante quimico em solugdo
para que a polimerizag@o ocorra. Nesse caso o material precisa posteriormente ser fixado em

um eletrodo condutor, normalmente Pt ou vidro condutor.

Polimerizagdo eletroquimica de PIC

A sintese eletroquimica permite amplo controle das propriedades do filme.
Controlando as condic¢des da eletropolimerizacao como a densidade de corrente ou o potencial
no eletrodo ¢ possivel obter filmes com propriedades distintas, assim como controlar a
espessura do filme a ser obtido e consequentemente a sua carga. A qualidade final do material

¢ funcdo de varios fatores como a natureza e concentragdo do mondmero, a geometria da célula
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eletrolitica, a temperatura de sintese, o solvente, a intensidade do sinal aplicado e o pH. Esse
método também garante uma reprodutibilidade maior dos filmes poliméricos e permite a
introducdo de contra-ions dopantes presentes na solu¢ao de sintese a serem incorporados na
matriz polimérica mantendo a eletroneutralidade de carga. (ANSARI, 2006 ¢ CRUZ, 2006).

O pirrol ¢ oxidado com a aplicagdo de uma corrente elétrica ou potencial positivo
formando o polimero polipirrol (PPy). Com o inicio de polimerizagao, o eletrodo de trabalho
comegara a receber em sua superficie o filme de polipirrol preto e insoluvel. A reacdo de
polimerizagdo quimica ou eletroquimica comum a monomeros da classe do polipirrol ¢
apresentada na Figura 7.

O polipirrol depositado no eletrodo de trabalho estd no seu estado oxidado, para que
ocorra o balanceamento de cargas na cadeia polimérica € necessario que uma segunda figura
esteja presente, esse papel de balanceamento de carga estrutural do polimero cabe ao contra-
ion. Isso se deve ao proprio processo de oxidagao da eletropolimerizagdo, esse processo possui
como premissas duas caracteristicas, a primeira ¢ a facilidade com que os elétrons sdo
removidos do mondmero ¢ a segunda ¢ a estabilidade através da ressonancia apresentada pelo
cation radical (ROCCO et al., 2008).

Os monomeros de polipirrol reagem por ligacdes do tipo a-a, sendo justamente nesta
regido que ocorre a incorporacdo do contra-ion, o que pode ser observado resumidamente na
Figura 7 e com mais detalhes na Figura 8. Na Figura 7 o B representa o componente biologico
do biossensor, no caso do presente trabalho, a enzima glicose oxidase, carregada negativamente.
A presenca da enzima ndo exclui a necessidade de se manter um eletrolito suporte no meio. A

Figura 8 mostra a proposta de reagao sugerida por WALLACE et al. (2002).
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Figura 7:Polimerizacdo quimica ou eletroquimica dos mondémeros ciclicos de 5 atomos (WALLACE et al., 2002)
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Figura 8: Polimerizagao quimica ou eletroquimica dos mondmeros heteroaromaticas de 5 atomos, destaque ao
radical formado ao final do processo, estabilizado pelo contra-ion (dopante) (WALLACE et al., 2002)

3.1.5.3.2 Propriedades do polipirrol

O polipirrol possui 6timas propriedades mecanicas, ¢ estavel quimicamente sendo
relativamente simples sintetiza-lo e com custos relativamente baixos. E infusivel e decompde-
se em temperaturas elevadas. As suas propriedades redox, 6ticas e elétricas o tornam um bom
candidato nas mais diversas aplicagdes, anteriormente comentadas. A estrutura do polimero
sofre influéncia, tanto no ambito microscdpico como molecular, das condi¢des utilizadas na
eletropolimerizagdo. Esses parametros, ndo apenas influenciam as caracteristicas citadas
anteriormente, mas também tem impactos na composi¢cdo da cadeia polimérica, portanto, €

importante manté-los para obter filmes com caracteristicas reprodutiveis.

Cristalinidade, ordem molecular e anisotropia

As condi¢oes de polimerizacdo que imprimem ao polimero uma condutividade mais
elevada, como temperatura e densidade de corrente baixa, resultam em um grau mais alto de
cristalinidade (superior a 37%) e um maior comprimento de dominio de cristalito (superior a
2,6 nm ou ~8 anéis de pirrol). (WALLACE et al., 2002). De acordo com Davidson et al. (1996),
apesar de haver estudos indicando um arranjo trans-planar para as cadeias poliméricas de
polipirrol obtidos por via eletroquimica, existem evidéncias da estrutura helicoidal obtida por
acoplamento cis dos anéis de pirrol, informacdo essa confirmada por analises de raios-X do
polipirrol que confirmaram a estrutura em formato helicoidal. Mesmo com a anisotropia

identificada o grau de cristalinidade ¢ baixo, em filmes finos os cristais sdo obtidos, porém,
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com o aumento da espessura do filme a formagao dos cristais ¢ prejudicada, por esse motivo a
ordem polimérica no inicio ¢ elevada, mas essa caracteristica ndo possui abrangéncia para
filmes espessos. Cadeias poliméricas arranjadas em formato helicoidal sdo empregadas em

nanotecnologia para a obten¢ao de nanotubos poliméricos.

Morfologia e densidade dos filmes poliméricos

Em relagdo a morfologia os filmes de polipirrol produzidos por sintese eletroquimica e
quimica, a superficie possui a estrutura de nédulos semelhante ao formato de couve-flor. LI e?
al. (2005), utilizando a técnica de microscopia de forca atomica (AFM) demonstraram que os
nddulos surgiram no inicio da eletrodeposi¢ao, quando microilhas foram formadas na superficie
de um eletrodo de ouro. Com o passar da eletropolimerizagdo a espessura do filme aumentou e
os nddulos fora empacotados.

Verificou-se que existe uma relagdo entre o potencial ou corrente aplicado na sintese e a
morfologia. Os nddulos que se apresentam em formato de couve-flor sdo regides impregnadas
de dopantes e possuem elevada condutividade. Nesses locais foram formados primeiramente
nucleos que acabaram resultando em um ponto de crescimento polimérico preferencial (YANG
etal., 1990; JEON et al., 1991 e BARISCI et al., 2000).

A morfologia do filme também ¢ afetada pelo tipo de dopante utilizado. Foram obtidos
filmes finos muito semelhantes com espessura menor que 1 um utilizando os ions CI°, ClO4",
SO4> e dodecilsulfato. Todos os filmes produzidos apresentaram nodulos com didmetros na
ordem de 100 e 300 nm ¢ de 10 a 30 nm de altura. Quando os filmes foram obtidos com
espessura superior a 5 nm foram notadas diferengas bem significativas. Os filmes que utilizaram
o sulfato e o dodecilsulfato formaram filmes espessos ou finos com mesma estrutura superficial;
ja os filmes poliméricos obtidos com os dopantes Cl” e C1O4 apresentaram as famosas estruturas
do tipo couve-flor com dimensdes bem elevadas. Observando-se essas estruturas com mais
detalhes notou-se uma estrutura semelhante a apresentada em filmes finos. De uma forma geral,
todos os dopantes apresentaram o mesmo tipo de relacdo entre o didmetro dos globulos e a
espessura dos filmes, sugerindo uma relagao onde o didmetro aumenta linearmente com a raiz
quadrada da espessura dos filmes (SILK ez al., 1998).

O material do eletrodo também influencia na morfologia da superficie dos filmes de
polipirrol eletrodepositados. Wallace et al. (2002) utilizaram a microscopia eletronica de
transmissao (MET) na investigacdo da estrutura transversal de filmes de polipirrol sintetizados
com diversos substratos. Com unanimidade, foram verificados glébulos possuindo grande

superficie em forma de cone presentes na superficie do filme de polipirrol. YOON et al. (1999)
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mostraram que as estruturas do tipo couve-flor podem ser virtualmente eliminadas através do
polimento da superficie do eletrodo.

A densidade do filme de polipirrol apresenta-se altamente dependente do dopante e da
condig¢do aplicada no momento da prEparacao. Trabalhos na literatura mostraram que em baixa
temperatura de polimerizac¢ao de polipirrol (algo em torno de -40°C), utilizando o dopante PF¢
foram obtidos filmes com densidade de 1,4 g/cm®. Por outro lado, filmes semelhantes
prEparados em temperatura ambiente apresentaram densidades em torno de 0,6 a 0,8 g/cm?
(WALLACE et al., 2002).

Com o interesse em aplicar PICs em dispositivos, em especial em biossensores, estudos
buscando obté-los em nanoestruturas podem ser encontrados. Nanoestruturas do polipirrol tém
sido obtidas, porém, ndo por sintese eletroquimica. Trabalhos recentes como o de Upadhyay e
Kumar (2013) reportam a obtencao de polipirrol em forma de tubos com aproximadamente 100
nm de didmetro a partir de sintese quimica na presenca de CTBA e laranja de metila, as quais
os autores classificam como sintese femplate. Estes foram posteriormente irradiados por um
feixe de ions Si”" 100 MeV. Os nanotubos apresentaram propriedades condutoras pobres
associadas a nanotubos nao homogéneos, como mostrado por microscopia eletronica de
varredura.

Viarios métodos sdo empregados para obter as nanoestruturas, como a ja mencionada
sintese template, métodos livres de template empregando cloreto férrico e alaranjado de metila
(SARMAH, KUMAR, 2018; ZHAO et al., 2016; WAN et al., 2003) e mais recentemente,
eletrospinning. Essa técnica exige que o polimero condutor seja soltivel ou possa ser trabalhado
em um estado de baixa viscosidade para ser moldado. As propriedades fisicas de pastilhas ou
filmes compositos contendo esses polimeros e tubos tém sido reportados. Os resultados
experimentais das propriedades de transporte, propriedades magnéticas indicam que o polimero
¢ composto de regides cristalinas e regides amorfas e que as cadeias poliméricas sao alinhadas
apenas em pequenas regides cristalinas. As propriedades elétricas dessa forma, tais como a
condutividade, sdo fortemente influenciadas pelos efeitos de desordem, com regimes de
conducao variando do isolante ao regime de condugao similar a metalica (LONG et al., 2005).
Embora alguns trabalhos reportem a obten¢ao de nanotubos de polipirrol, as imagens mostram
estruturas com dimensdes que sdo maiores que 100 nm em didmetro e comprimento, dimensdes
maiores que as consideradas para classificar uma nanoestrutura. Alguns autores reportam
valores de condutividade melhorada em comparagao a forma globular do polipirrol, entretanto,
esta tende a decrescer em até 20 % com o armazenamento por dois anos ou mais. Essa perda de

condutividade ¢ atribuida a alteracdes estruturais ou desprotonagcdo como reportado por
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STEJSKAL e TRCHOVA (2018) em seu artigo de revisdo, que nio reporta a nanoestrutura
obtida por sintese eletroquimica. Considere-se, adicionalmente, que o material para ser usado

deve ser compactado na forma de pastilha, o que nao favorece a condutividade.

3.1.5.3.3 O Poli(3,4-etilenodioxitiofeno): PEDOT

Dentre os polimeros condutores mais estudados nas Ultimas décadas se encontram o
polipirrol (PPy), a polianilina (PANI) e o politiofeno (PTh), assim como varios de seus
derivados. Eles conferem certa atividade eletrocatalitica com boas propriedades anti-
incrustantes quando empregados na modificacao de eletrodos. Filmes PTh ndo dopados ou
ligeiramente dopados sdo estaveis e podem sofrer alteragdes estruturais com a formacgdo de
derivados (GROENENDAAL et al., 2003) com melhores propriedades/funcionalidades e
adaptados para varias aplicagdes (HUYNH et al., 2015). Como um derivado PTh, o poli (3,4-
etilenodioxitiofeno) (PEDOT), foi sintetizado nos laboratorios de pesquisa da Bayer AG na
Alemanha, no final da década de 1980, como descrito na revisao de HUI ef al. (2018). A

estrutura quimica do PEDOT no seu estado reduzido ¢ mostrada na Figura 9.

Figura 9: PEDOT e sua estrutura quimica no estado reduzido

O 3,4-etilenodioxitiofeno (EDOT) apresenta baixo potencial de oxidacdo, boa simetria
molecular, inibi¢do estérica moderadamente baixa de anéis condensados e ampla janela de
potencial anddico. Dessa forma, o polimero resultante ¢ caracterizado por alta condutividade e
um band gap estreito como relatado por ZANARD, TERZI E SEEBER (2013). HUI ef al.
(2018), mencionam trabalhos do PEDOT apresentando alta condutividade elétrica (SHI et al.,
2015), transparéncia Optica superior na faixa de luz visivel (SUN et al., 2015), boas
caracteristicas eletrocromicas (BLUMENTHAL; HANCK, 2012), ¢ melhor estabilidade
eletroquimica em longo prazo do que o PPy (YAMATO; OHWA; WERNET, 1995).
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Alguns artigos de revisdo sdo encontrados na literatura sobre os materiais PEDOT
descrevendo a sua sintese, caracterizagdes, polimeros e copolimeros derivados, a sua quimica
e fisica bésicas, assim como propriedades elétricas, de ambas as perspectivas, fundamental e
pratica. Entretanto, a solubilidade desse polimero em dgua € baixa, o que dificulta a prEparacao
de filmes em solu¢des aquosas, que seria desejavel para a obtengao de biossensores. O problema
da sua baixa solubilidade em 4gua foi resolvido realizando-se a dopagem com o PSS. O PSS ¢
soluvel em agua e atua também como dispersante do monomero, apresenta condutividade em
torno de 10 S/cm e boa estabilidade. Os filmes de PEDOT:PSS suportam temperaturas em torno
de 100°C por periodos de até 1000 horas sem perder seu poder condutor. Entretanto, o
PEDOT:PSS geralmente apresenta resistividade alta.

Um numero de trabalhos consideravel ¢ encontrado com o estudo do polimero disponivel
comercialmente, o PEDOT:PSS (poly(3,4-ethylenedioxythiophene) polystyrene sulfonate),
mostrado na Figura 10 (PEIL, 1994; JONAS, 1995; GROENENDAAL et al., 2000), no qual o
poliestireno sulfonato (PSS) com um grupo hidrofilico -SO3H atua como um polianion

macromolecular dopante (HUI ef al., 2018).
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Figura 10: Estrutura do PEDOT:PSS. (SUN et al., 2015)

A obtengao do PEDOT:PSS pode se dar por polimerizacao quimica do seu mondmero
EDOT em uma solu¢ao contendo polieletrolito e o PSS (acido poliestirenossulfonico), dessa
forma obtém-se uma dispersao aquosa de PEDOT:PSS dando origem a um material estavel de
facil processamento. Essas dispersdes permitem a aplicacdo em eletrodos biocompativeis na
area dos biodispositivos (WAGNER et al.,2013). O polimero possui uma elevada transparéncia
na regido do visivel, ¢ muito estavel quando em contato com o ar e também possui uma elevada
flexibilidade. Porém, este polimero apresenta como desvantagem uma baixa condutividade,

tornando-se necessario realizar algum tratamento que diminua sua resistividade
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(KEAWPRAJAK, 2013). Pode-se citar o tratamento térmico para remog¢ao de moléculas de
agua e obtencdo de novas morfologias, ou seu uso em solventes de elevado ponto de ebuli¢ao
permitindo a incorporacdo de material coloidal abundante no polimero melhorando a
condutividade do PEDOT:PSS (CARBONERA, 2012; XIONG, 2012).

O PEDOT:PSS (Figura 10) apresenta o sistema m conjugado fortemente dopado, devido a
polimerizagdo oxidativa dos radicais de tiofeno com cargas positivas nas posi¢des 3 e 4. A
func¢do do PSS ¢ manter o polimero no estado disperso fornecendo caracteristicas que o PEDOT
ndo teria sem essa dopagem. Ao contrario do que se pode imaginar em uma primeira
abordagem, o PSS ndo contribui com o transporte de cargas na cadeia polimérica. A
condutividade dos filmes de PEDOT:PSS depende da relagdo entre PEDOT e PSS, uma vez
que a densidade de carga transportada depende unicamente do PEDOT (ELSCHNER, 2013).

O PEDOT:PSS tem encontrado muitas aplicagdes na eletronica. Um dos maiores desafios
das proximas geragdes de produtos eletronicos serd o barateamento de sua produgao tornando-
os acessiveis a populacdo de uma forma geral. A utiliza¢ao de alguns solventes com elevados
pontos de ebuligdo como a metilpirrolidona e o dimetilsulféxido aumentam a condutividade do
PEDOT:PSS permitindo sua aplicacdo em telas touchscreen e painéis solares por exemplo
(KIM, 2011; SUN, 2015). Entretanto, essa op¢ao nao ¢ viavel na obten¢do de biossensores e
um recurso utilizado na montagem destes dispositivos com o PEDOT:PSS ¢ emprega-lo em
conjunto com outros PICs, dessa forma tenta-se aproveitar sinergisticamente as suas
propriedades de estabilidade quimica e eletroquimica com as caracteristicas de condugao do
outro PIC, sem que a condutividade final do sistema seja prejudicada.

Os PIC da classe dos PEDOT e seus derivados, como o PEDOT:PSS, apresentam no
geral abilidade para oferecer varios sitios para reconhecimento de analitos interagindo com
analitos especificos e para gerar sinais elétricos mensuraveis; apresenta propriedades anti-
incrustacao para eleminar a interferéncia da superficie dos eletrodos; ¢ de facil deposicao

quimica ou eletroquimica em varios tipos de eletrodos.

3.1.5.3 Deposicao e obtencio dos filmes de PEDOT:PSS comercial

O PEDOT:PSS encontra-se disponivel comercialmente e a sua deposi¢ao a partir de sua
solucdo aquosa pode se dar através de diversas técnicas. Para se obter filmes uniformes pode-
se utilizar métodos como o Slot die, Knife-over-edge, doctorblade, spin coating, pulverizagao

spray entre outras, considerando-se como parametro de qualidade dos filmes produzidos a
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viscosidade, tensdo superficial e adesdo ao substrato (ELSCHNER, 2011). Das técnicas
utilizadas para deposi¢ao do PEDOT:PSS, o spin coating ¢ uma das mais utilizadas, pois € umas
das técnicas com as quais tem-se obtido, de forma comprovada, filmes bem uniformes e finos,
garantindo-se dessa maneira uma razoavel relagdao entre transmitancia e condutividade. Esse
método também permite uma consideravel economia de gasto da solu¢do de polimero, pois para
produzir filmes uniformes e finos necessita-se de pequenas quantidades de solu¢do, na ordem

de microlitros (JONSSON, 2003; ELSCHNER, 2011).

3.1.5.4 Biossensores Eletroquimicos de Polimeros Intrinsecamente Condutores para
glicose

Como ja descrito anteriormente, a maioria das consideragdes primadrias na fabricacao de
qualquer tipo de sensor eletroquimico e biossensor sao:

(1) a prEparagdo de eventos de reconhecimento efetivos e/ou materiais bioquimicos
sensiveis;

(2) a selecao de eletrodos de substrato apropriados, particularmente em relagcdo a
microeletrodos ou nanoeletrodos padronizados;

(3) a aplicagdo de técnicas electroquimicas adequadas (técnicas de potenciometria,
amperometria, espectroscopia de impedancia e voltametrias sdo comumente aplicadas para a
avaliacdo do sinal do analitico) [8];

(4) o estabelecimento de transferéncia eletronica eficiente e amplificagdo de sinais

mensuraveis.

Sensores de glicose sdo uma ferramenta de nonitoramento critico para diabetes e na
industria de alimentos, na analise dos mesmos (JAWAHEER,2003; RODRIGUES,2017). Na
area de analises clinicas, enquanto os niveis de agucar no sangue nos seres humanos permanece
na faixa de 4 to 8 mM, nos diabéticos t€ém uma variacdo consideravelmente maior de
aproximadamente 2 a 30 mM. Essa grande variacdo resulta em sérios problemas de satde. Os
niveis de glicose no corpo humano se dividem em dois fendmenos diferentes: (i) baixos niveis
de glicose (hipoglicemia) levam a desmaios, coma e até morte; (i) enquanto altos niveis de
glicose (hiperglicemia) tém uma influéncia ruim sobre os olhos, rins, nervos e vasos sangiiineos

(HELLER, 1999).
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Sensores de glicose usando o transdutor PEDOT tém sido comumente fabricados pela
imobilizagdo da enzima glicose oxidase (GOx) na superficie do transdutor PEDOT. ZHU et al.
(2004) demonstraram um biossensor de glicose com um transistor eletroquimico organico, no
qual o PIC PEDOT:PSS comercialmente disponivel era a camada semicondutora dos
transistores, capaz de detectar glicose em solucao tampao de pH neutro. Em 2007, este trabalho
foi expandido quando uma variedade de concentragdes de solugdes de glicose foram misturadas
com GOx ¢ a glicose detectada com sensibilidade micromolar. O sensor foi demonstrado por
um transistor de PIC com um canal composto de PEDOT: PSS e um eletrodo de porta Pt. Este
sensor foi capaz de detectar glicose bem dentro da faixa clinica de niveis de glicose na saliva
humana. LIAO et al. (2013) relataram que a sensibilidade dos sensores de glicose baseados em
OECTs (transistor electrochemical organic) ¢ melhorada pelo GOx embutido no grafeno ou
eletrodos modificados com o6xido de grafeno (rGO) ou reduzido. O dispositivo otimizado
fornece respostas a glicose na faixa de 10 nM a 1 uM e com um MDL (minimum detectable
level) de 10 nM. A seletividade do dispositivo foi sistematicamente estudada pela primeira vez.
A interferéncia por acido urico e acido ascorbico € quase insignificante para aplicagdes praticas.
WANG et al. (2013) fizeram nanomisturas de um polimero redox ramificado por
polietilenimina ligada a ferroceno (BPEI-Fc) usando uma reacdo quimica simples. Essas
nanopérolas redox eram hidrofilicas e foram misturadas com glicose oxidase (GOx) e gotejadas
sobre um eletrodo de carbono (SPCE). A andlise de voltametria ciclica foi realizada para
caracterizar as propriedades do BPEI-Fc / GOx / SPCE prEparado sob diferentes condicdes.
Com base nos dados do CV, o processo sintético do BPEI-Fc / GOx / SPCE foi otimizado. O
desempenho do dispositivo no qual foi incorporado o PEDOT: PSS / GOx / SPCE (BPEI-Fc /
PEDOT: PSS / GOx / SPCE) foi melhor do que para aquele com auséncia de PEDOT:PSS, o
qual exibiu altas correntes de oxidac¢dao de glicose, tendo como consequéncia aumentado a
sensibilidade do sensor em 2,5 vezes maior que a de um dispositivo sem PEDOT: PSS. Isso
indica que a introdugdo do mesmo fornece uma via de oxida¢ao mais eficiente para a glicose,
em especial em sistemas nanoestruturados.

Mais recentemente, YANG et al. relataram um novo método para o fabrico de GOx
incorporado em nanofibras de PIC depositadas na superficie de um microeletrodo de Pt. O GOx
adicionado ao PEDOT foi prEparado com filmes (PEDOT F-GOx) e com nanofibras (PEDOT
NFs-GOx). As propriedades elétricas, sensibilidade e longevidade de cada tipo de biossensor
foram medidas nas mesmas condigdes (potenciais de polarizagdo de +300 e +700 mV vs. Ag/
AgCl), por impedancia eletroquimica. Em ambos os potenciais de polarizacao empregados, os

biossensores PEDOT NFs-GOx apresentaram maior resposta amperométrica as amostras de
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glicose do que os biossensores PEDOT F-GOx, indicando que a nanoestrutura do polimero
influencia nas propriedades eletronicas dos mesmos e tendo consequéncias no reconhecimento

da glicose.
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4. CARACTERIZACAO DAS AMOSTRAS
4.1. Caracterizac¢ao Eletroquimica
4.1.1. Voltametria ciclica

As técnicas de voltametria tiveram suas bases postuladas por Jaroslav Heyrovsky, através
do estudo de sistemas que utilizavam eletrodos de mercurio na avaliagdo de processos
constituidos por ions metalicos nas solucdes. Dados qualitativos e quantitativos foram coletados
permitindo a identifica¢do e quantificacdo de diversos compostos nas mais variadas matrizes.
Os sistemas eletroquimicos foram evoluindo desde entdo, com a contribui¢ao de varios campos
da ciéncia como a quimica, eletronica e engenharia de materiais por exemplo. Dessa maneira a
voltametria se apresentou como uma Otima alternativa nas mais variadas aplicagdes como por
exemplo no controle da qualidade dos alimentos e produtos farmacéuticos, estudos ambientais
entre outras aplicagdes, sempre facilitados pela boa sensibilidade e operacionalidade da técnica
(PACHECO et al., 2013).

Classificada como uma técnica eletroanalitica, a voltametria envolve os fenémenos
interfaciais entre a superficie do eletrodo de trabalho e a camada de solug¢do localizada
imediatamente ao lado do eletrodo. Todo o processo ocorre na chamada célula eletroquimica,
composta por trés eletrodos, conduzido na presenga de corrente elétrica que ¢ funcao do
potencial aplicado. O resultado obtido sobre a andlise do analito ¢ fung¢ao da corrente elétrica
resultante entre o eletrodo de trabalho e o contra eletrodo ao ser aplicado um potencial pré-
determinado (PACHECO et al., 2013).

A configuracdo mais usual para as células eletroquimicas ¢ a composicdo de trés
eletrodos, porém ¢ possivel a utilizagdo de dois ou até quatro eletrodos. Quando se utilizam
células de dois eletrodos, o potencial desejado ¢ aplicado pelo eletrodo de trabalho que se
polariza frente ao eletrodo de referéncia. Essa configuragdo de dois eletrodos apresenta como
limitacdo o fato da corrente de varredura percorrer o eletrodo de referéncia e a resisténcia
imposta pela célula eletroquimica. No cenario de ndo se utilizar um meio aquoso esse aumento
da resisténcia resultarda em um aumento da corrente elétrica que fluird pelos eletrodos,
implicando em voltamogramas distorcidos tornando falha a analise do material. Essa limitacao
imposta pelo sistema de dois eletrodos foi contornada com o sistema de trés eletrodos; a
inclusdo do terceiro eletrodo, chamado de contra-eletrodo, garante que o eletrodo de referéncia

nao sofra flutuagcdes como no sistema de dois eletrodos, assim a corrente elétrica fluira entre o
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eletrodo de trabalho e o contra-eletrodo ao invés de passar pelo eletrodo de referéncia
(PACHECO et al., 2013). A Figura 11 mostra a montagem mais usual de uma célula

eletroquimica contendo trés eletrodos.

Eletrodos

h—
—
u?—

Inertizacio e injecao de
material

iy — Tampa
Reservatorio

——— Solucao eletrolitica

Eletrodo de trabalho

(o—

Eletrodo de referéncia

he————y Confra-eletrodo

Figura 11: Célula eletroquimica de 3 eletrodos utilizadas em voltametria ciclica Adaptado de ELGRISHI et al.,
(2018)

De uma forma geral a corrente elétrica flui entre o eletrodo de trabalho e o contra eletrodo,
enquanto o eletrodo de referéncia 1€ o potencial aplicado através do potenciostato sendo ele
mesmo a referéncia da medida. Analisando em mais detalhes as fungdes dos eletrodos, pode-
se afirmar que ¢ no eletrodo de trabalho que ocorre o evento de interesse, como a
eletrodeposi¢cdo do filme polimérico condutor. Um potenciostato ¢ utilizado no controle do
potencial aplicado no eletrodo de trabalho em tendo como parametro o potencial de eletrodo de

referéncia (ELGRISHI et al., 2018).

Uma caracteristica importante do eletrodo de trabalho ¢ que ele é composto de um
material imune ao processo de oxirredugdo na faixa de potencial aplicado. O tipo de eletrodo
de trabalho pode variar de acordo com o processo a ser realizado.

O eletrodo de referéncia possui um potencial estavel e ja definido. E utilizado como
referéncia onde o potencial dos outros eletrodos podem ser medidos na célula eletroquimica. O
potencial aplicado ¢ relatado como "vs" uma referéncia especifica. Existem alguns eletrodos de
referéncia disponiveis no mercado utilizados em meio aquoso, entre eles pode-se citar o
eletrodo de calomelano saturado (ECS), eletrodo de hidrogénio padrao (SHE) e o eletrodo prata
cloreto de prata Ag/AgCl (ELGRISHI et al., 2018).

Quando ¢ aplicado um potencial ao eletrodo de trabalho permitindo que o processo de

redugdo ou oxidacao do analito ocorra, a corrente elétrica comecara a circular pelo sistema. A
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finalidade do contra-eletrodo ¢ de completar o circuito elétrico. A corrente ¢ registrada a medida
que os elétrons circulam entre o eletrodo de trabalho e o contra-eletrodo. Para todo processo de
oxidagdo existe um de redugdo, logo se ¢ estudado por exemplo um processo de oxidacao no
eletrodo de trabalho um processo de redugdo ird ocorrer no contra-eletrodo, respectivamente
anodo e catodo da célula eletroquimica (ELGRISHI ez al., 2018).

A voltametria ciclica ¢ uma técnica importante da eletroquimica comumente empregada
na investigagdo de processos de oxirredugao envolvendo espécies moleculares. Um exemplo de

voltametria ciclica ¢ mostrado na Figura 12.

0,005
D.DD4—-
EI,DEIE\—-
D.DDE—-
EI,EIEH—-
EI,DEIEI—-

-0,001 4

Densidade de carrente, AlCm®

-0,002+

-0,003 T T T T T T T T T T
-10 -0& -06 -0.4 -0.2 00 0.2 04 06 02

E (W vs SCE)

Figura 12: Exemplo de voltametria ciclica

Na Figura 12, o eixo x representa a varidvel que foi setada ao sistema através do
potenciostato, neste caso fixou-se o intervalo de potencial (E) em que a anélise foi conduzida,
de -0,9 a 0,7 V no sentido horéario e o no sentido anti-horario, 0,7 a -0,9 V, empregando-se um
eletrodo de referéncia de calomelano saturado (ECS). O eixo y reporta a resposta obtida de
densidade de corrente. A seta indica o sentido em que o potencial foi varrido.

O perfil do voltamograma ciclico obtido ¢ fungdo do comportamento da corrente em
relacdo a varia¢ao do potencial, sendo dependente da reversibilidade do sistema que esta sendo
analisado. De uma forma geral, ao se iniciar a andlise, ndo ha passagem de corrente elétrica até
que o potencial necessario para que a indugdo da transferéncia de elétrons seja aplicado. Com
isso, o perfil do voltamograma comeca a ser tragado sempre relacionado ao processo de
oxidacdo ou reducdo do material objeto da andlise, e seu formato sera fun¢ao também da taxa
de escaneamento aplicado, conhecido como scan rate. O scan rate indica o quanto o potencial

variou linearmente, por exemplo, no voltamograma da Figura 12 foi de 50 mV/s. Isso significa
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que esse voltamograma teve seu potencial variado linearmente na velocidade de 50 mV por
segundo. Velocidades de escaneamento altas resultam em uma diminuicdo da camada de
difusdo e como consequéncia maiores correntes sao observadas (SKOOG, 2002 e ELGRISHI
etal., 2018).

A dependéncia da corrente com o potencial se d4 da seguinte maneira: a corrente vai
aumentando até que o potencial de redugdo do analito ¢ atingido, apds este evento ela declina a
propor¢ao em que a concentracao do analito decai com o passar do tempo na regido proxima ao
eletrodo. Assim que o potencial aplicado no comego € revertido, o produto formado na primeira
reacdo de redugdo sofre oxidacdo, produzindo uma corrente com polaridade reversa, esse
processo se repete dentro do numeros de ciclos determinados pelo usudrio, usualmente os trés
primeiros ciclos sdo considerados ciclos de equilibrio do proprio sistema considerando-se o
ultimo como representativo do processo. Os picos de oxidacao e redugao geralmente possuem
perfis similares, quando se verifica uma diferenca entre 70-100 mV entre os picos de oxidacao
e reducdo considera-se o sistema reversivel, diferengas superiores ou picos que apresentam
assimetria considera-se sistemas nao reversiveis (RAHMAN et al., 2008, pag 122). Através da
técnica de voltametria ciclica obtém-se informacdes sobre a eletroatividade dos polimeros

condutores.

4.1.2 Amperometria

Na técnica conhecida como amperometria a intensidade da corrente elétrica ¢ fungdo da
concentracdo de compostos eletroquimicamente ativos na solucdo presente na célula
eletroquimica. Esse sistema ¢ composto de trés eletrodos: no eletrodo de trabalho ocorrem as
reacdes de oxidagado e reducao, o eletrodo de referéncia mantém o potencial e o contra-Eletrodo
equilibra a queda do potencial devido a passagem de corrente elétrica que atravessa a solucao
ao ser realizada em meios de condutividade baixa. Nesta ensaio, a corrente elétrica registrada
possui relagdo direta com a reagao eletroquimica monitorada em fun¢ao do tempo transcorrido
(CAHAN,1994; D’Orazi0,2003; RAHMAN et al., 2008).

No presente trabalho foi utilizada a cronoamperometria na obtenc¢ao das curvas de adi¢ao
de glicose, de uma maneira geral a cronoamperometria mede a corrente elétrica que flui no
eletrodo de trabalho em funcdo do tempo com aplicacdo de um potencial constante (BARD,

2001).
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4.2 Caracterizacao morfologica

4.2.1 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

O microscopio eletronico de varredura (MEV), ao invés de utilizar fétons como os
microscopios Opticos, utiliza feixes de elétrons. Essa mudanga na iluminag@o do objeto permite
ao MEV se libertar da limitagdo imposta pela luz branca utilizada na microscopia optica. Por
volta de 1925 DE BLOGLIE apresentou o par onda-particula, postulando que o comprimento
de onda de um elétron estd relacionado com a sua energia. Através de um campo elétrico
acelerador uma particula pode ser energizada, dessa forma utilizando-se de elevadas voltagens
na ordem de 50 kV, os elétrons que possuem pequenos comprimentos de onda em torno de
0,005 A podem ser produzidos. O comprimento de onda pequeno dos elétrons os tornam 6timas
fontes de iluminacao pelo fato de proporcionarem 6timas resolugdes. A carga eletronica permite
que sejam focalizados através de campos eletrostaticos ou eletromagnéticos formando imagens,
dessa maneira pode-se afirmar que os elétrons sdo a esséncia dos microscopios de alta
resolucdo, que atualmente podem atingir aumentos superiores a 300.000 vezes (DEDAVID;
GOMES; MACHADO, 2007).

O MEYV ¢ utilizado nas mais diversas areas, como na biologia, engenharia, quimica, etc.
Capaz de fornecer dados sobre a morfologia e identificagao dos elementos quimicos e muito
versatil na observagdo microestrutural de amostragens solidas. No mercado encontram-se
equipamentos com resolucdo de 1 nm a 5 nm, tudo dependendo da necessidade demandada pela
pesquisa a ser realizada. Como o MEV apresenta uma grande profundidade de campo as
imagens possuem uma aparéncia 3D. Uma outra caracteristica importante ¢ a complementacgao
que a imagem eletronica fornece a imagem Optica obtida, gragas a possibilidade de analises
com ampliagdes pequenas porém com elevada profundidade de campo (DEDAVID; GOMES;
MACHADO, 2007).

O funcionamento do MEV baseia-se na utilizagao de um feixe de elétrons de alta energia
e de diametro reduzido, gerados por um emissor especifico, geralmente um filamento de
tungsténio que ¢ aquecido utlizando uma tensdo de aceleragdo entre 1 e 50 kV. Os feixes sdo
processados por lentes magnéticas, sendo em seguida focados na superficie da amostra
explorando-a de maneira detalhada e pontual através de varias linhas de emissdo. A imagem
produzida pelo MEV se apresenta na forma de um fluxo de dados em série. A imagem eletronica
produzida ¢ resultado do feixe de elétrons iluminando a amostra um ponto de cada vez em um

padrao de varredura retangular, através da utilizagdo de um conjunto de bobinas de deflexao,



53

onde cada ponto possuird uma reflexdo com uma energia especifica evidenciando as diferengas
topograficas por exemplo. A tela ¢ digitalizada em sincronia com o feixe incidente na amostra
em uma relacdo unitaria entre os pontos da amostra e os pontos na tela de visualizagao da
imagem, ou seja, uma tradug¢ao ponto aponto. A ampliagdo da imagem ¢ produzida diminuindo
o tamanho da 4rea escaneada (DEDAVID; GOMES; MACHADO, 2007). A Figura 13

apresenta o desenho esquematico de um MEV.

Coluna do Micrnscﬁ-pio/ Filamento

Feixe de eléetrons

Canhao de elétrons ;
ondensadoras

Lentes

PC

Detector de elétrons

Figura 13: Representacdo esquematica da coluna do MEV. Fonte: GOLDSTEIN,2003.

Conforme mencionado, os elétrons constituintes do feixe irdo penetrar na superficie da
amostra a ser analisada interagindo com os 4tomos constituintes produzindo diferentes sinais
frutos de varios processos de emissdo. Podem-se citar como exemplos desses processos de
emissao os elétrons secundarios, elétrons retroespalhados, elétrons Auger, Raios X e até luz
visivel, emissdes essas que serdo capturadas pelos detectores (CARTER E WILLIANS, 1996).

Os elétrons secundarios originam-se da interacdo do feixe eletronico como material da
amostra. Estes elétrons resultantes sdo de baixa energia (< 50 eV), e formardo imagens com alta
resolucdo. Esses elétrons sdo emitidos a partir da amostra devido a colisdo com os elétrons
incidentes provindos do gerador de elétrons do MEV. Eles marcam a posicao do feixe
fornecendo informagdes do relevo da amostra de forma precisa (DEDAVID; GOMES;
MACHADO, 2007).

Elétrons retroespalhados sao particulas que sofreram espalhamento elastico, ou seja, sdo

elétrons do feixe do MEV que interagiram com o ntcleo do &tomo em um angulo proximo ao
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de 90 graus resultando em um rebatimento em linha reta ao invés de serem capturados pela
propria atragdo nuclear. Sdo elétrons que possuem alta energia (> 50 eV), as imagens geradas
por esses elétrons fornecem informagdes tipicamente topograficas.

Quando um elétron € removido de um atomo um outro elétron que ocupa um nivel mais
energético pode assumir esse espago liberado, a energia liberada pode ser dispersa de varias
maneiras, porém se essa energia for absorvida por um outro elétron pode resultar na sua
remogao do atomo, esse segundo elétron retirado € o elétron auger.

Uma terceira técnica ¢ o mapeamento de raios X, que faz uso da emissdao de raios X
caracteristicos de atomos da amostra. Selecionando-se o detector em uma energia particular de
raios X, a imagem obtida mostra a variagdo espacial da concentragdo do elemento na regido da

amostra que esta senso analisada (CANEVAROLO,2004).

4.2.2 Miscroscopia de for¢ca atomica (AFM)

O microscopio de forga atomica (AFM) realiza uma varredura da amostra linha a linha
reunindo informagdes que dardo origem a um levantamento topografico da amostra. O sistema
constitui-se de uma ponteira pela qual a amostra a ser analisada serda movimentada. Como a
amostra possui irregularidades em sua superficie elas ocasionardo deflexdes na haste da
ponteira, sendo entdo detectadas pelo feixe de laser que esta incidindo sobre ela, que sera
refletido a um detector (DURAN et al., 2006).

O laser refletido sofre variagdes de sinal alterando o potencial produzindo fotodetectores
sensiveis a posi¢cdes. Enquanto a ponta afiada do cantilever se move sobre a amostra, o proprio
cantilever se dobra conforme as irregularidades da superficie e os fotodetectores registram a
mudancga de posi¢ao resultante da reflexdo do laser. Essa diferenga de potencial elétrico
registrado no detector ¢ enviada a um computador resultando no mapeamento de toda a area
que sofreu a varredura, dando origem a um levantamento topografico da amostra (DURAN et
al., 2006).

Dependendo das caracteristicas de superficie da amostra, pode-se operar o AFM de trés
modos diferentes: modo contato (regido de forgas repulsivas), modo contato intermitente
(regido de forcas atrativas e repulsivas) e modo ndo-contato (regido de forcas atrativas)
(Bastos, 2010). Em distancias na ordem de grandeza dos Angstrons considera-se o modo
contato em operagdo. Neste modo de operacdo a forca de repulsdo idnica viabiliza o
mapeamento topografico da amostra em resolucdo alta; quando o cantilever oscila com uma

certa frequéncia a uma determinada altura da amostra analisada tem-se o modo contato
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intermitente onde a for¢a que atua em determinados momentos ¢ de natureza atrativa e em
outras repulsiva, nesse modo a agulha toca a amostra de forma periddica; no modo nao contato,
a distancia entre a ponteira e a superficie da amostra ¢ na faixa de 10-100 nm, dessa forma sao

medidas as forgas como Van der Waals, magnéticas, eletrostaticas, capilares por exemplo
(BASTOS, 2010).
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5. PARTE EXPERIMENTAL

Neste capitulo serdo discutidos os métodos utilizados na sintese e caracterizagao dos
biossensores dupla camada (compostos por filmes de polipirrol (PPy) com a enzima glicose
oxidase (GOx) cobertos por um filme de PEDOT:PSS), através de técnicas eletroquimicas,
microscopia eletronica de varredura (MEV) e microscopia de forca atdmica (AFM), além de

relacionados e descritos os materiais utilizados.

5.1 Materiais e métodos.

5.1.1 Reagentes e solucdes.

e Pirrol (Sigma-Aldrich), antes da utilizagao foi destilado a vacuo;
e (Glicose Oxidase, Sigma-Aldrich,

e Fosfato monopotéssico anidro P.A., Synth

e Fosfato dipotassico anidro, Inlab

e Glicose - Bioclin

e PEDOT:PSS solugdo aquosa, Sigma-Aldrich

e KCI Vetec 99 %, Sigma-Aldrich

e H>S0495 %, grau técnico para limpeza

e H>0», Sigma-Aldrich

O crescimento dos filmes de pirrol, utilizados para a elaboragdo dos biossensores, foi

realizado com o emprego do potenciostato Autolab PGSTAT30/FRA.

5.1.2 Preparacio da soluciio de tampao de fosfato.

A solugdo tampao equimolar foi preparada utilizando os sais Fosfato monopotassico
(KH2PO4) e Fosfato dipotéassico (KoHPOs), os sais foram pesados em balanca analitica e secos
em estufa na temperatura de 110°C pelo periodo de 1 hora, na sequéncia foram resfriados no
dessecador para que o prEparo da solucao fosse realizado. Os sais foram dissolvidos e
transferidos para baldo volumétrico de 0,5 L, completando-se o volume com 4gua deionizada.
A Tabela 3 indica o pH da solucdo tampao em funcao da temperatura, medido com auxilio de

um pHmetro:
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Tabela 3: pH em fungdo da temperatura.

T (°C) pH
15 6,91
20 6,89
25 6,87
30 6,86

5.2 Eletrodos e célula.

e (élula de vidro de 10 ml;

e Eletrodo de referéncia (ER): Eletrodo de calomelano saturado (ECS) (Analion R 682);

e Eletrodos de trabalho (ET): Platina polida (2,5 cm x 1,0 cm) ou ITO (6xido de indio e
estanho) (R =15 Q) (2,5 cm x 1,0 cm);

e Contra eletrodo: Platina polida (2,5 cm x 1,0 cm).

Para que os filmes de polipirrol fossem obtidos com o maior grau de pureza possivel,
tanto o eletrodo de trabalho como o contra eletrodo, assim como as vidrarias utilizadas, eram
lavadas com solugdo contendo 30 ml de H2SO4 98% mais 20 ml de H202 30%. O eletrodo de
referéncia era lavado antes de cada utilizagdo com dgua deionizada.

As solucdes utilizadas na sintese e caracterizacao eletroquimicas eram sempre deaeradas
com argdnio por 15 minutos antes de sua utilizagdo. Durante o processo de sintese ou
caracterizagdo, a atmosfera foi mantida inerte para que o oxigénio ndo participasse do processo
de oxidagdo e redu¢ao (AYENIMO E ADELOJU, 2017).

A montagem da célula eletroquimica ¢ apresentada na Figura 14, na Figura 15 e na
Figura 16, os eletrodos foram mantidos proximos, utilizando-se uma 4rea de 1 cm? para

recobrimento.
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Figura 14: Esquema do sistema utilizado na eletropolimerizago e caracterizacdo eletroquimica

Figura 15: Célula eletroquimica utilizada neste trabalho.
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Figura 16: Vista superior da célula eletroquimica, mostrando as conexdes
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5.3 Crescimento do filme de polipirrol [PPy] e biossensor monocamada polipirrol/GOx
[PPy/GOx]

Na obtencao do filme de PPy e do biossensor monocamada PPy/GOx foi utilizada a
sintese galvanostatica, empregando o potenciostato AutoLab PGSTAT30/FRA a 0,5 mA
durante 15 minutos e o potencial eletroquimico na célula foi monitorado durante a sintese. A
corrente e o tempo de sintese foram escolhidos com base em trabalhos anteriores de obtencgao
de filmes de polipirrol.

Para a sintese dos filmes de PPy foram utilizadas solu¢des aquosas (dgua deionizada)
de [Py] 0,1 M, 0,3 M e 0,5 M na presenca de [KC{] = 0,5 M usado como eletrdlito suporte. As
solugdes foram deaeradas com argdnio na sintese e durante as caracterizagdes eletroquimicas.

Os biossensores monocamada de PPy/GOx foram produzidos usando filmes com [PPy]
0,3 M, utilizando solu¢ao tampao fosfato, com diferentes concentragdes de enzima, 5128 UA,
1282 UA e 300 UA. Apos a sintese dos filmes, estes foram lavados com agua deionizada e
armazenados em dessecador para secagem. Em seguida os biossensores monocamada foram

recobertos com PEDOT:PSS originando os biossensores dupla camada PPy/GOx/PEDOT:PSS.

5.4. Producio do biossensor dupla camada (PPy/GOx/PEDOT:PSS).

Os biossensores dupla camada foram produzidos utilizando duas técnicas para avaliar o
efeito da técnica de deposito na espessura do filme de PEDOT:PSS e na sua atividade.

A primeira técnica foi o gotejamento de PEDOT:PSS sobre os filmes de PPy/GOx
prEparados anteriormente, utilizando um volume fixo de 100 pl depositado com uma
micropipeta, armazenados em dessecador até peso constante.

O PEDOT:PSS foi depositado também empregando-se a técnica de spin coating a
500 rpm por 10 s empregando-se o spin coater Model KW-4A, SPI-Supplies.

Foram caracterizados também o branco do filme de Pedot:PSS puro, na auséncia de

PPy/GOx, utilizando como solucdo de caracterizagdo agua deionizada e [KCl] = 0,5 M.
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5.5. Caracterizacao eletroquimica dos filmes e biossensores por voltametria ciclica

Todos os filmes produzidos e Dbiossensores foram caracterizados por
cronopotenciometria durante a sintese e por voltametria ciclica apds a sintese. Foram
empregadas as velocidades de varredura entre 10 e 100 mV/s, entre -0,9 e 0,7 V sempre na
presenga de solucao tampao de fosfato e KCZ 0,5 M.

Os biossensores dupla camada (PPy/GOx/PEDOT:PSS) foram caracterizados nas
velocidades de varredura entre 10 e 100 mV/s variando-se a concentragao de glicose tamponada

no meio, entre 5 mM a 100 mM na presenga de KC1 0,5 M e solugdo tampao.

5.6. Caracterizacao Morfologica dos dispositivos

As andlises morfologicas dos filmes e biossensores foram realizadas por MEV
objetivando a caracterizagao superficial das amostras na avaliagdo de sua homogeneidade, e

AFM para caracterizagdo de sua topografia.

Microscopia Eletronica de Varredura (MEYV)

As imagens foram obtidas usando um microscépio eletronico de varredura de feixe
duplo, por efeito de campo e feixe de ions focalizado (FIB), SEM/FIB Helios NanoLab 650,
FEI Company. Imagens de elétrons secundarios. Com excec¢dao da imagem “d” que ¢ uma
imagem de elétrons retroespalhados. As amostras passaram pelo processo de criofratura em
nitrogénio liquido para a realizacdo das segdes transversais e ndo sofreram metalizagdo ou

qualquer outro tipo de recobrimento.

Microscopia de For¢a Atomica (AFM)

A micrografia eletronica de varredura foi obtida com o microscopio JEOL JSM-840A
operando em uma tensdo de aceleragdo de 20,0 kV. A amostra foi montada em placa de
aluminio e revestido com uma dispersdo de ouro. A producao das imagens da microscopia de
forga atomica (AFM) foi realizada em modo ndo contato em um Topometrix ACCUREX II

microscopia de sonda de varredura.
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5.7. Curva de adicao da glicose

Os biossensores duplacamada produzidos foram imersos em solugdo aquosa de KC1 0,5
M, na célula eletroquimica com agitacdo. Foi aplicado um potencial de 0,7 V durante
12 minutos. Apds o equilibrio de polarizagdo, a partir do quinto minuto, foi adicionado 1 mL
de glicose tamponada a cada minuto. Esse processo foi realizado para as concentragdes de 100
a 500 mM de glicose tamponada. Registrou-se a corrente elétrica gerada durante o processo. A
partir da curva de adi¢do de glicose foi obtida a curva de calibragdo do biossensor, que relaciona
a resposta elétrica com a concentracdo de glicose. Esta faixa de concentracao de glicose ¢ a da
glicose presente em alguns sucos de fruta. Na concentracdo normal de glicose do sangue, 4 ou
5 mM, foi feita a caracterizagdo por voltametria ciclica, como descrito anteriormente.

Os testes de estabilidade dos biossensores dupla camada produzidos pelos dois métodos
foram realizados pela formulagdo das curvas de cronoamperometria, com as adi¢des de glicose

anteriormente citadas, durante trés semanas consecutivas.
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6. RESULTADOS E DISCUSSOES

6.1.Filme de polipirrol (PPy)

Para a elaboracdo dos eletrobiossensores foi necessario determinar o filme de polipirrol
que apresentasse a maior carga e/ou melhor defini¢do dos picos de oxidagdo e redugdo nos
voltamogramas ciclicos. Conforme mencionado no item 5.3 foram obtidos filmes de polipirrol
em 3 concentracdes de monomero distintas sendo caracterizados em seguida por voltametria
ciclica.

A Figura 17 apresenta a formacao de um filme de PPy em eletrodo suporte de platina.

Figura 17: Imagem macrografica de um filme de polipirrol (PPy) em eletrodo suporte de platina obtido a partir

de [PPy] = 0,3 M

As Figura 18 (a), (b) e (c) mostram as curvas de evolu¢dao do potencial ao longo do
tempo (E x t) obtidas durante a sintese galvanostatica dos filmes de [PPy] =0,1 M, 0,3 M ¢ 0,5
M, na presenca de [KC{]= 0,5 M.

Observa-se das curvas da Figura 18 modo de crescimento igual para os trés filmes,
independentemente da variacdo da concentragdo do monomero pirrol.

Entre A e B ocorre a oxidagdo dos monomeros em solugdo proximos a superficie do
eletrodo, em um processo controlado pela difusdo dos mesmos, ¢ o inicio da formacao de
oligobmeros. Entre B e C, ocorre o inicio da nucleacdo destes oligdmeros e sua deposi¢ao na
superficie do eletrodo, em um processo controlado pela difusdo dos oligdmeros. A partir de C

até D, ocorre o crescimento destas estruturas recém-nucleadas, dando origem a um filme
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continuo na superficie do eletrodo. E nesta fase que o eletrodo de trabalho comega a ser coberto
de forma homogénea por um filme de cor escura. Esse tipo de deposicao foi observado para
filmes de polipirrol obtidos anteriormente empregando anions complexos como contra ions
(CRUZ et al, 2007).

Na Figura 19 ¢ destacado o VC do filme PPy obtido utilizando [Py] = 0,3 M; [KCI] =
0,5. Na Figura 20 sdo mostrados os voltamogramas ciclicos (-0,9 a 0,7 V vs ECS) para os filmes
sintetizados nas condi¢des anteriormente especificadas, obtidos com velocidades entre 10 e
100 mV.s™'. E possivel observar na VC da Figura 19, assim como nas demais (Figura 20) o
comportamento tipico para o polipirrol com dois picos de oxidacdo (ondas anddicas) e dois de
reducdo (ondas catddicas) como descrito por de Paoli et al. (1997). Os picos anddicos ocorrem

a Epa-0,44 Ve 0,1 V e os catddicos a Epc -0,55 V e 0,53 V, respectivamente.
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Figura 18: Evolugdo do potencial (E) em fun¢@o do tempo na sintese do filme de PPy. [PPy] (a) 0,1 M, (b) 0,3 M
e (¢) 0,5 M, na presenga de [KCL]= 0,5 M. Corrente 0,5 mA, 15 min
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Figura 19: Voltamograma ciclico do filme PPy obtido utilizando [Py] = 0,3 M; [KCI] = 0,5 M, agua deionizada.
Potencial aplicado vs ECS.

Na Tabela 4 sdo mostrados os valores de potencial de pico anddico, Epa, potencial de
pico catodico, Epc, densidade de correnta anddica, jpa, densidade de corrente catddica, jpc,
diferenca de potencial de onda anddica para a catddica para o primeiro par redox, AEp, carga
de pico, Q, e raiz quadrada da velocidade de varredura, v!’2. A carga elétrica foi calculada pela
integracdo da area do primeiro pico de oxidagdo (software origin 8.0) para todos os
voltamogramas da Figura 20, da maneira ilustrada na Figura 21 para o segundo pico de
oxidagdo. Nessa figura ¢ apresentada a parte da varredura anddica de um dos voltamogramas
evidenciando a linha base utilizada para demarcar a 4rea para o calculo da carga relativa ao

segundo pico anddico.
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Figura 20 : Voltamogramas ciclicos do filme PPy utilizando [Py] (a) 0,1 M, (b) 0,3 M e (c) 0,5 M. Velocidade de
varredura, v, entre 10 e 100 mV/s, eletrélito suporte KC1 0,5 M. Eletrodo e contra eletrodo de Pt vs ECS. No
detalhe, voltametrias a v=10 ¢ 50 mV/s para [Py] 0,1 M
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Figura 21: Varredura anddica do voltamograma ciclico do filme PPy obtido utilizando [Py] = 0,3 M; [KCI] = 0,5
M, agua deionizada. Potencial aplicado vs ECS. Calculo do [Pa e Q.

Os valores de jpa € jpc (Tabela 4) em funcio de v!’? foram colocados em graficos
mostrados na Figura 22, Figura 23 e Figura 24, para os filmes obtidos com [PPy] 0,1, 0,3 ¢ 0,5
M, respectivamente. Observou-se uma variagao linear dos valores de densidade de corrente com
o quadrado da velocidade da varredura, com coeficientes de determinacgdo entre 0,90 e 0,97, o
que indica processos reversiveis. Entretanto, os valores de AEp, na maioria dos casos foi maior
que 90 mV. Nesses casos, o processo seria considerado irreversivel. Como os picos das VC, na
maior parte das curvas, ndo sdo bem definidos (detalhes da Figura 20 a) e em algumas
velocidades de varredura, os dois picos de anodicos e catodicos ndo se encontram bem
sEparados, provavelmente, os sinais dos dois picos se sobrepde parcialmente, causando um erro

na determinacdo do maximo de cada um, o que justificaria essa discordancia.

Considerando-se os processos dos pares redox reversiveis ou semi-reversiveis,
escolheu-se a velocidade de varredura de 50 mV/s e a [PPy] = 0,3 M para realizar os demais
experimentos, ja que nessa velocidade foi possivel separar com maior defini¢do os dois pares

redox.
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Tabela 4: Valores de Epa, Ipa, Epc, Ipc, AEp , carga de pico, v'’? e carga elétrica, Q, calculados para o primeiro
par redox dos voltamogramas ciclicos da Figura 23.

PIRROL 0,1 M

Velocidade  (v)!? Epa jpa Epc jpe AEp (mV) Q
(mV/s) (mV/s)2 (V) MA) (V) (mA)  IEp -Epl  (mC)
10 3,2 -0,30 0,15 -0,40 -0,10 100 0,017
25 5,0 -0,06 0,28 -0,15 -0,17 90 0,016
50 7,1 -0,43 0,63 -0,55 -0,38 120 0,010
100 10,0 -0,57 1,30 -0,70 -1,30 130 0,003
PIRROL 0,3 M
Velocidade  (v)'? Epa jpa Epe jpe AEp (mV) Q
(mV/s) (mV/s)2 V) (mA) (V) (mA) I1Epa -Epcl  (mC)
10 3,16 0,10 0,16 -0,09 -0,13 190 0,024
25 5,00 -0,35 0,35 - -0,20 170 0,020
50 7,07 -0,45 0,44 -0,54 -0,75 90 0,007
100 10,00 -0,47 0,50 -0,63 -2,00 160 0,002
PIRROL 0,5 M
Velocidade  (v)'? Epa jpa Epe jpe AEp (mV) Q
(mV/s) (mV/s)2 V) (mA) (V) (mA) I1Epa -Epcl  (mC)
10 3,16 -0,27 0,18 -0,34 -0,17 70 0,020
25 5,00 -0,35 0,38 -0,45 -0,45 100 0,012
50 7,07 -0,41 0,38 -0,52 -0,50 110 0,007
100 10,00 -0,05 0,75 -0,10 -1,00 50 0,450
1,5
1,2 -
0,9
0,6 .
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Figura 22: Grafico de j x (v)*° para jpa(--) € jy (--) obtidos das VC da Figura 23 (a), para o filme utilizando [Py]
= 0,1 M. Velocidade de varredura, v, entre 10 ¢ 100 mV/s, eletrolito suporte KCI 0,5 M. Eletrodo e contra eletrodo
de Pt. ECS.
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Figura 23: Grafico de j x (v)*° para jpa (--) € jpc () obtidos das VC da Figura 23 (b), para o filme utilizando
[Py] = 0,3 M. Velocidade de varredura, v, entre 10 e 100 mV/s, eletrélito suporte KC1 0,5 M. Eletrodo e contra

eletrodo de Pt. ECS
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Figura 24: Grafico de j x (v)*° para jpa (=) € jpc (--) obtidos das VC da Figura 23 (c), para o filme utilizando
[Py] = 0,5 M. Velocidade de varredura, v, entre 10 e 100 mV/s, eletrélito suporte KC1 0,5 M. Eletrodo e contra

eletrodo de Pt. ECS
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6.1.1 Analise morfologica do filme de polipirrol

As imagens de microscopia eletronica de varredura, MEV, de filmes PPy 0,3 M obtidos
sobre ITO sao mostradas na Figura 25. O PPy puro formou um filme bastante homogéneo e

cobriu toda a superficie do eletrodo.

mag
10 000 x

det | wp mag O
TLD | 4.1mm 149944

Figura 25: Imagens MEV de um filme de PPy 0,3 M; 0,5 mA, KCI 0,5M, atmosfera inerte com argonio. Eletrodo
de ITO e contra eletrodo Pt. Aumentado: (a) 1000x; (b)5000x;(c)10000x.; (d)120000x, (¢)149944x e (£)10000x
secdo transversal em diferentes ampliacdes
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Foram obtidos filmes espessos, densos e autossustentados, com espessura superior a 500
nm (Figura 25 (e)), medidos pela escala da imagem MEV. Os filmes apresentaram morfologia
globular e em forma de nanotubos (aproximadamente 100 nm e menores), estes bem definidos
na imagem da Figura 25 (d). A morfologia comum para filmes de PPy eletrodepositados em
meio aquoso ¢ a de “couve flor”. A morfologia em tubos, provavelmente, deve ter se originado
por influéncia da morfologia do substrato. Embora em alguns outros trabalhos do grupo, ela
tenha sido obtida de forma reprodutivel, neste trabalho, a morfologia variou entre a globular e
a de tubos.

A Figura 26 mostra uma imagem de microscopia de forca atomica, AFM, micrografia
topografica 10 um x 10 um. Nessa imagem, as regides mais escuras sao as mais profundas e as
partes claras se aproximam da superficie. Foram observados sulcos de aproximadamente
136 nm, que correspondem a poros do filme. A imagem sugere estruturas organizadas na

superficie, como as observadas nas imagens MEV.
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Figura 26: Imagem AFM de filme de [PPy] 0,3 M. Micrografia topografica 10 pum x 10 um

6.2 Analise do biossensor monocamada de polipirrol/Glicose Oxidase (PPy/GOx 5128 UA)

Uma vez escolhida a concentracdo de pirrol para obtengdo dos filmes, estes foram
obtidos na presenca da enzima Glicose Oxidase em trés diferentes concentragdes, para
viabilizar a producdo dos eletrobiossensores, diminuindo o seu custo com as concentragdes

menores.
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A Figura 27 apresenta o grafico de evolucao do potencial ao longo do tempo (E x t) da
sintese do biossensor monocamada PPy/GOx utilizando [Py] = 0,3 M; [KCI] = 0,5 M,
[GOx] =5128 UA.
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Figura 27: Evolucdo do potencial (E) em funcdo do tempo na sintese para o eletrobiossensor PPy/GOx.
[PPy]=0,3 M, [GOx]=5128 UA na presenga de [KCL]= 0,5 M e tampao fosfato, pH 7,0

A Figura 27 mostra as curvas de cronopotenciometria obtidas durante o crescimento de
filmes de PPy puro e de PPy/GOx, evidenciando a deposi¢do de material eletroativo na
superficie do eletrodo de trabalho. Pode-se observar as mesmas etapas de formagdo do filme
polimérico descritas anteriormente para a formagao do filme de polipirrol na presenca de KC/,
indicando que o mecanismo de crescimento do filme ndo ¢ alterado pela presenca da enzima.
Observa-se, entretanto, a influéncia da presenca de GOx na evolucdo do potencial pelo tempo.
A regido entre os pontos B e C que representa a etapa de nucleagdo dos oligomeros e de
deposicao na superficie do eletrodo, sendo um processo controlado pela difusao dos oligdmeros,
ocorre em potencias mais elevados na presenga de GOx, assim como a etapa de crescimento
das estruturas nucleadas do polimero entre os pontos C e D. O maior potencial necessario,
provavelmente, decorre da alta concentragdo de GOx no meio, o que deve influenciar na difusao

dos oligomeros de pirrol até a superficie do eletrodo.
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Caracterizacdo por Voltametria Ciclica

Na Figura 28 ¢ apresentado o 10° voltamograma ciclico obtido para o biossensor
monocamada de PPy/GOx em v= 50 mV/s em solugdo aquosa de KCI e tampao fosfato, porém,
sem glicose. A voltametria apresentou tanto o processo anddico como o catodico, associados a
oxidacdo e a reducdo, respectivamente. Entretanto, o perfil da curva voltamétrica foi alterado
em decorréncia da presenca da enzima. Observa-se um pequeno ombro relativo ao primeiro
processo redox do PPy a aproximadamente -0,39 V e o de reducdo largo e centrado em -0,34
V. O segundo par redox apresenta o pico anddico mais intenso a 0,12 e o catédico encontra-se
sobreposto com a onda catddica do pico relativo a redugdo do primeiro para redox, sendo mais

dificil de definir.
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Figura 28: Voltamograma ciclico em 50 mV/s (ECS) do biossensor monocamada PPy/GOx obtido utilizando [Py]
=0,3M, GOx 5128 UA com [KCI] = 0,5 M, solugdo tampao

Na Figura 29 sdo mostrados os VC do biossensor na auséncia e na presenca de 60 mM
de glicose, o analito. Na presenca de glicose observa-se o processo anddico e catddico, de
oxidagdo e reducdo, respectivamente, do biossensor monocamada de PPy/GOx, somados ao
processo de reconhecimento da glicose pela enzima glicose oxidase (GOx) imobilizada no
filme. Os processos relativos ao PPy ocorrem na mesma faixa de potencial dos processos de
oxi-reducdo da glicose, porém, os processos anddicos e catddicos, podem ser observados com

maior definicdo na presenga do analito de glicose.
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Figura 29: Voltamogramas ciclicos em 50 mV/s (ECS) do filme PPy/GOx obtido utilizando [Py] = 0,3 M, GOx
5128 UA com [KCI] = 0,5 M, solugdo tampdo fosfato, na auséncia (---) e na presenga (—) de 60 mM de glicose

Curva de Adicdo de Glicose

Para comprovar a detec¢ao de glicose foi realizada a curva de adicdo empregando-se a
cronoamperometria. A Figura 30 mostra a curva de adicdo e a Figura 31 a curva de calibragao
com as correntes lidas na Figura 30, apos cada adi¢gao em um intervalo de concentragdes da
glicose encontrada em sucos integrais comerciais. Klein (2009) no seu trabalho de mestrado
estudou a composicdo de aglicares incluindo a glicose, e dcidos para os sucos de maracuja e
maca de cinco marcas diferentes. Encontrou concentragdes variando em torno de 400 mM de
glicose para o maracuja e para o suco de maca 210 mM de glicose. Sendo assim, escolheu-se
adicionar glicose em intervalos de 100 mM entre 100 e 500 mM, como descrito anteriormente.

Com as curvas de adi¢@o foi possivel comprovar a detec¢do da glicose. Observou-se
uma variagio linear de j vs [concentracdo de glicose] muito boa (R? = 0,98789), nessa faixa
de concentragdo. Resultado esse, provavelmente, induzido pela sensibilidade conferida pelas
nanoestruturas (nanotubos) presentes no filme de PIC e pela rugosidade em nanoescala, como
observados das imagens de microscopia eletronica de varredura e de AFM. Segundo Xia, Wei
e Wan (2010), o aumento da rugosidade de dispositivos sensores baseados em PIC aumenta a
sensibilidade dos sensores. No presente dispositivo essa rugosidade pdde ser comprovada e a

presenca de nanotubos poliméricos verificada.
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Figura 30: Curva de adi¢do de glicose do filme PPy/GOx 5128 UA com [KCI] = 0,5 M, solugdo tampao fosfato
equimolar. Potencial aplicado vs ECS. Glicose tamponada foi adicionada a partir de 300 s de 1 em 1 minuto
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Figura 31: Variacdo da densidade de corrente de pico e a concentragdo de glicose para o dispositivo
PPy/GOx (5128 UA)

6.2.1 Microscopia eletronica de varredura do biossensor monocamada de polipirrol com

GOx (PPy/GOx 5128 UA)

Na Figura 32 sao apresentadas as imagens de MEV do filme PPy/GOx em diferentes

ampliagdes.
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Figura 32: Imagens MEV de um filme de PPy 0,3 M; GOx 5128 UA; 0,5 mA, KCl 0,5M, atmosfera inerte

com argénio. Eletrodo de ITO e contra eletrodo Pt. Aumentado: (a) 1500x; (b)2500x;(c)5000x.; (d)8000x
(€)20000x e (f)50000x secdes transversais.

A amostra de PPy/GOx possui morfologia parecida a do filme de PPy puro com
predominancia de estruturas tipo couve-flor. Observaram-se estruturas cristalinas com
dimensdes que variam entre 1 e 10 micrometros. Essas estruturas cristalinas sdo formadas pelo
sal KCl que estava presente no meio reacional e que permaneceu apds a sintese, por um

problema ocasional de solubilidade.
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O material depositado ¢ semelhante ao do filme de PPy puro, ou seja, denso,
autossustentado. A espessura foi de aproximadamente 1 pm. A presenca de GOx induziu um
aumento da espessura do filme na ordem de 500 nm medidos na escala das imagens MEV, e
foram observadas também regides nao cobertas pelo filme, embora o crescimento tenha se dado
pelo mecanismo anteriormente descrito. Isso pode ser consequéncia da alta concentracdo de

GOx no meio. Concentra¢des mais baixas serdo estudadas em etapas futuras.

6.3 Obtencio e caracterizacio do biossensor dupla camada PPy/GOx
5128UA/PEDOT:PSS

Como descrito na revisdo bibliografica, varios eletrobiossensores de PIC e PPy ja foram
obtidos, entretanto, a maioria dos autores relatada uma baixa possibilidade de reuso do
eletrobiossensor, o que o torna caro.

Neste trabalho foi possivel modular a nanoestrutura do polipirrol, com porosidade a
nivel manométrico e parte da morfologia em nanotubos, dependendo da composi¢do de
reagentes de sintese. O eletrobiossensor apresentou boa propriedade de reconhecimento de
glicose. Portanto, pretendeu-se aumentar a estabilidade quimica e eletroquimica do dispositivo
formando um sensor dupla camada com uma camada de PEDOT:PSS. Este polimero como ja
descrito, tem estabilidade quimica e eletroquimica alta, embora ndo tenha propriedades
condutoras tdo boas como o PPy (CARBONERA, 2012; XIONG, 2012).

Uma vez evidenciado que o biossensor monocamada de PPy/GOx apresentou sinal de
resposta na presenga de glicose na concentragdo de 60 mM, conforme descrito no subitem 6.2,
depositou-se sobre este dispositivo o volume de 100 pul de PEDOT:PSS através da utilizac¢ao de
uma micropipeta e por spin coating, formando um filme de sobre o biossensor monocamada

anterior de PPy/GOx, gerando dispositivos dupla camada, PPy/GOx/ PEDOT:PSS.

Caracteriagdo por voltametria ciclica do branco de PEDOT:PSS

Um filme de PEDOT:PSS foi depositado sobre eletrodo de platina gotejando-se com
micropipeta 100 ul da solugdo comercial. O eletrodo foi armazenado em dessecador, para evaporagdo
do solvente, agua. Na Figura 33 sdo apresentadas as VC para o PEDOT:PSS depositado por

micropipeta.
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Figura 33: Voltametrias ciclicas, entre -0,9 e 0,7 V, do filme de PEDOT:PSS (Branco) sobre Pt em atmosfera
inerte de solugdo tampao de fosfato equimolar, [KCI] = 0,5 M, com velocidades de varredura entre 10 e 100 mV/s

Analisando os VC obtidos com eletrolito suporte de KCI observa-se um aumento no
valor de jox € de AEpox com a velocidade de varredura, indicando que os processos sdo
dependentes de um controle difusional, como ocorre usualmente em filmes de PIC. A linha base
das VC foi bem definida com valor menor de corrente capacitiva do que as VC do PPy, o que
permite detectar os picos com boa precisdo. Foram observados dois pares redox, a jpa e jpc, -
0,59¢-0,8V,e 0,36 0,32 V, portanto, processos que ocorrem dentro do intervalo de varredura

de potenciais empregados para o PPy, porém, em potenciais distintos.
Caracteriagdo por voltametria ciclica do eletrobiossensor PPy/GOx5128UA/PEDOT:PSS-G

A Figura 34 e a Figura 35 mostram as VC do dispositivo
PPy/GOx5128UA/PEDOT:PSS-G caracterizado na presenca de glicose. O G refere-se ao filme
gotejado de PEDOT:PSS para diferenciar o filme a ser preparado por spin coating, a ser

identificado por S.
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Figura 34: Voltamogramas ciclicos do biossensor duplacamada PPy/GOx5128UA/PEDOT:PSS-G nas varreduras
de 10, 25, 50 e 100 mV/s (ECS) utilizando solucdo tampao fosfato equimolar com [KCI] = 0,5 M ¢ 60 mM de
glicose
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Figura 35: Voltamogramas ciclicos na varredura de 50 mV/s do biossensor duplacamada PPy/GOx5128UA
/PEDOT:PSS-G utilizando com [KCl] = 0,5 M, soluggo tampao fosfato equimolar, na auséncia (---) € na presenga
(—) de 60 mM de glicose

A VC Figura 34 e a Figura 35 das obtidas em solu¢do de glicose, o analito,
apresentam um perfil distinto tanto das VC do PPy quanto do PEDOT:PSS, com picos menos
intensos, porém, processos também controlados por difusdo das espécies. Um perfil diferente
também ¢ esperado, em funcdo da espessura final da dupla camada. J& foi comentado
anteriormente que a espessura do filme polimérico influencia na sensibilidade e no tempo de

resposta do dispositivo. Esse tempo depende também da porosidade, da morfologia e nao s6 da
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espessura em nanoescala (XIA et al., 2010). E importante contanto, analisar morfolégicamente
a superficie e caracterizar o dispositivo por cronoamperometria construindo a curva de adigdo
de glicose.

Da Figura 35, da comparagao entre as VC realizadas em solu¢cdo com e sem glicose, ¢
possivel observar que o PPy/GOx5128UA/PEDOT:PSS ¢ sensivel a presenca do aglicar no
meio. A VC apresentou dois pares redox, a jpa e jpc, -0,03 ¢ -0,18 V, e 0,41 ¢ 0,43 V, leituras

feitas pelo software origin 8.0.

6.3.1 Analise morfoldgica do eletrobiossensor PPy/GOx 5128 UA/PEDOT:PSS-G

O eletrobiossensor produzido no item 6.3 foi caracterizado por MEV e a imagem da

se¢do transversal ¢ mostrada na Figura 36.

O filme de PEDOT:PSS gotejado utilizando a micropipeta no volume de 100 pl, obtido
por casting (evaporagao controlada de solvente), cobriu o filme de PPy/GOx, gerando uma
segunda camada de PIC. A camada de PEDOT:PSS apresentou espessura maior que 10 um.
Regides que apresentam a deposi¢ao do PPy mostram multicamadas do material. Elas possuem
espessura ¢ aparentemente rugosidade crescente, que variam de submicron a espessura maior
do que 1 um. Nas amostras de PPy + GOx que foram recobertas com PEDOT:PSS, embora o
ultimo polimero cubra toda a amostra, dando a aparéncia de um filme continuo, foi possivel
perceber que o PPy ndo cobriu toda a superficie do eletrodo. Regides ficam sem a deposi¢do do
material. O PEDOT:PSS funciona como um grande “cobertor”. O filme adicionado por casting
¢ bastante espesso (> 10 micrometros) e aparentemente essa grande espessura nao favorece a
interacdo entre os diferentes polimeros. Nas imagens de seccao transversal pode-se observar
espagos vazios entre os materiais. Na regido do PPy ¢ possivel identificar trés ou quatro
camadas, que possuem espessura e aparentemente rugosidade crescente. E possivel observar
que o PPy possui a morfologia tipica (couve-flor) e alguns cristalitos se formam nas bordas de
algumas rachaduras. Novamente, esses cristais podem estar relacionados ao processo de
secagem e ser apenas os sais presentes no meio reacional. Entretanto, essas formagdes deverdo

ser investigadas em trabalhos futuros.
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Figura 36: Imagem MEV do eletrobiossensor PPy/GOx5128UA/PEDOT:PSS-G

6.4 Polipirrol/GOx 300 UA

Uma vez reconhecida a necessidade de diminuir a espessura da camada de PEDOT:PSS,
procedeu-se também a diminui¢do da concentracdo da enzima antes de adotar uma segunda
metodologia de deposito da segunda camada de PIC, como foi concluido que deveria ser tentado

no primeiro bloco de resultados apresentados.

Para verificar o efeito da concentragdo de GOx no eletrobiossensor, a sintese do PPy foi
repetida com uma solucdo GOx 300 UA, mantendo-se todos os outros reagentes nas
concentracdes anteriormente utilizadas. Este dispositivo foi caracterizado desta feita por
voltametria ciclica em meio a solucdo aquosa de glicose 5 mM, concentracdo presente no
sangue, consideravelmente menor do que a concentracdo de glicose presente nos sucos de

frutas. Os resultados sao mostrados na Figura 37.
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Figura 37: Voltamogramas ciclicos com velocidades entre 10 e 100 mV/s (ECS) do biossensor monocamada
PPy/GOx 300 UA obtido utilizando [Py] = 0,3 M, [KCI] = 0,5 M, solugdo tampao fostato ¢ solugdo 5 mM de
glicose, emulando a concentragdo de glicose do sangue

Das caracterizagdes por VC observa-se o comportamento esperado de aumento de

corrente com o aumento da velocidade de varredura. Observa-se também que apesar da redugdo

em mais de quinze vezes a concentracao de GOx, ha reconhecimento da glicose e o perfil da

curva continua o mesmo com picos levemente deslocados em potencial.

Uma vez testada a atividade do eletrobiossensor PPy/GOx300UA, procedeu-se a prEparagao de

sensores dupla camada com o deposito de PEDOT:PSS.

Caracterizacao do eletrobiossensor PPy/GOx300UA/PEDOT:PSS - G

O eletrobiossensor dupla camada com PEDOT:PSS gotejado com micropipeta,

PPy/GOx300UA/PEDOT:PSS-G, foi obtido e caracterizado nas mesmas condi¢des usadas

anteriormente. As VC foram obtidas na auséncia de glicose, em solu¢@o contendo apenas KCl

0,5 M e com tampao fosfato equimolar, nas velocidades de varredura de 10, 20, 25, 40, 50, 60,

80 e 100 mV/s, mostradas na Figura 38.
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Figura 38: Voltamogramas ciclicos com velocidades entre 10 ¢ 100 mV/s (ECS) do biossensor dupla camada
PPy/GOx300UA/PEDOT:PSS-G obtido utilizando [Py] = 0,3 M; [GOx] = 300 UA. Solugdo de caracterizagdo
contendo [KCI] = 0,5 M e tampao equimolar

Analisando os voltamogramas observa-se que ha um aumento no valor de jpa (oxidagao,
anddico) e de AEpox com a velocidade de varredura, indicando que os processos sio
dependentes de um controle difusional.

Com dos dados obtidos da Figura 38, obtém-se a Tabela 4, que reporta os valores de
potenciais e densidades de correntes de pico anddico, Epa e jpa, potenciais e densidades de
correntes de pico catddico, Epc e jpc, respectivamente, em fung¢ao da raiz quadrada da velocidade

de varredura, v'’2.

Tabela 4: Valores de Epa, jpa, Epc, jpc, AEp € v!? calculados para o primeiro par redox dos voltamogramas
ciclicos da Figura 40. PPy/GOx300UA/PEDOT:PSS-G

Velocidade (V)12 Epaox N Epered - A AE, (V)
(mV.s™) (mV.s") vy - v) Jora@® (IEpa.ox-Epered])
10 3,162 -0,25 0,0003 -0,375  0,00029 0,125
20 4472 -0,225 0,000838 -0,375 0,00025 0,150
25 5,000 -0,200 0,0009 -0,375  0,00024 0,175
40 6,324 -0,150 0,0012 -0,35 0,00022 0,200
50 7,071 -0,147  0,00137 -0,35 0,00021 0,203
60 7,746 -0,189 0,0015 -0,392 0,0002 0,203
80 8,944 -0,098 0,0016 -0,392  0,00019 0,294

100 10,000 -0,050  0,00175  -0,400 0,00018 0,350
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A Figura 39 mostra o comportamento da variacao de jpa e jpc em funcdo da raiz quadrada

da velocidade de varredura.
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Figura 39: Dependéncia da densidade corrente de pico (anddico, jpa, € catddico, jo) com v!’ para os biossensores
dupla camada PPy/GOx300UA/PEDOT:PSS-G

Da Figura 39 nota-se a relagio linear entre as jpa € j,. com v'’? sugerindo um controle difusional
na superficie do eletrodo, provavelmente, associado com o processo de dopagem do polimero com a
entrada e a saida do Cl e K" da solu¢do para a estrutura do polimero, como ja observado na literatura
para o polipirrol, de modo a equilibrar as cargas dos processos de oxidacdo e redugdo ocorrendo com o
polimero (LE, KIM; YOON, 2017). Uma das técnicas empregadas para o estudo dos processos redox
que ocorrem em filmes poliméricos ¢ a eletrogravimetria utilizando a Microbalanga de Cristal de
Quartzo (MCQ), que permite detectar diferencas de massa infimas e a entrada e saida de ions (transporte
de carga e massa) do material polimérico (GIROTTO, DE PAOLI, 1999).

Os voltamogramas da Figura 40 mostram comparativamente as curvas voltamétricas para os
sensores PPy/GOx e PPy/GOx300UA/PEDOT:PSS-G na presenca e auséncia de glicose, na velocidade

de varredura de 50 mV/s.
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Figura 40: Comparagdo entre os voltamogramas do sensor monocamada PPy/GOx300UA e do sensor dupla
camada PPy/GOx300UA/PEDOT:PSS-G na auséncia e presenga de glicose 60 mM

Observa-se que um pico anodico mais intenso € observado em aproximadamente 0,12 V para os
sensores monocamada PPy/GOx300UA sem glicose e com glicose como analito, assim como para o
sensor dupla camada PPy/GOx300UA/PEDOT:PSS-G sem glicose, mostrando uma predominancia do
processo, provavelmente, ligado ao filme de PPy. Ja para o dispositivo PPy/GOx300UA/PEDOT:PSS-
G caracterizado em meio com glicose, o pico anddico mais intenso e largo ocorre centrado em potencial
mais negativo, de -0,02 V. Aparentemente o reconhecimento da glicose ¢ facilitado pela presenga da
camada PEDOT:PSS, ja que a oxidagdo ocorre a menor potencial.

E possivel notar que, se considerarmos a titulo de aproximagdo, uma tnica onda anddica, a area
sob o pico seria maior para o PPy/GOx/PEDOT:PSS-G, em solugdo com glicose (0,031 C) do que sem
glicose (0,017 C). A area é proporcional a carga do polimero e a sua eletroatividade, isso indica que o

reconhecimento de glicose, ou seja, do analito pelo filme ¢ satisfatorio, apesar da espessura da camada.

Caracterizacdo do eletrobiossensor PPy/GOx2640UA/PEDOT:PSS - G

Também foi testada uma terceira concentracdo de GOx 2640 UA. O sensor dupla
camada PPy/GOx2640UA/PEDOT:PSS-G foi avaliado quanto a atividade desde a
concentracdo normal do sangue de aproximadamente 5 mM, conforme previsto pela American
Diabetes Association, até quantidades mais elevadas de 100 mM. As voltametrias ciclicas na

varredura de 50 mV/s sdo apresentadas na Figura 41.
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Figura 41: Voltamogramas ciclicos com velocidade 50 mV/s (ECS) do biossensor dupla camada

PPy/GOx2640UA/PEDOT:PSS-G obtido utilizando [Py] = 0,3 M; [GOx] = 2640 UA. Solucdo de caracterizagdo
contendo [KCI] = 0,5 M, tampao fosfato equimolar e [glicose] variando de 5 a 100 mM

Nota-se da Figura 41 a capacidade do sensor dupla camada em reconhecer a glicose em
concentragdo similar a do sangue humano, valor este de 5 mM, com o segundo pico anddico e catodico
maiores que os voltamogramas das outras concentracoes de glicose.

A Figura 42 mostra os voltamogramas ciclicos do sensor dupla camada

PPy/GOx2640UA/PEDOT:PSS-G na presenca de 5 mM de glicose, nas varreduras de 10 a 100 mV/s.
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Figura 42: Voltamogramas ciclicos com velocidade entre 10 e 100 mV/s (ECS) do biossensor dupla camada

PPy/GOx2640UA/PEDOT:PSS-G obtido utilizando [Py] = 0,3 M; [GOx] = 2640 UA. Solucdo de caracterizagdo
contendo [KCI] = 0,5 M, tampao fosfato equimolar e [glicose] 5 100 mM
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Observa-se da Figura 42 que se mantendo a concentragdo de 5 mM, o perfil da curva
voltametrica ¢ alterado em funcdo da velocidade de varredura, como esperado. Entretanto, como ha
variagoes da intensidade do primeiro e do segundo par de picos de oxiredugcdo em fungdo da
concentracdo de glicose, a curva de adigdo por cronoamperometria se torna necessaria, de modo a
garantir o reconhecimento da glicose em sua melhor atividade. O mecanismo de oxiredugdo podera ser
estudado futuramente em trabalho de base cientifica e associado com o primeiro ¢/ou segundo pico de

oxidacdo do VC.

6.4.1 Biossensor PPy/GOx300UA/PEDOT:PSS-G com camada PEDOT:PSS depositada
por Spincoating

Na Figura 43 s3o mostradas imagens MEV dos eletrobiossensores
PPy/GOx300UA/PEDOT:PSS-G e PPy/GOx300UA/PEDOT:PSS-S, para comparagdo. Em
ambos os dispositivos foram depositados 100 uL de PEDOT:PSS, porém, no gotejamento o
filme foi obtido por casting, evaporagdo controlada do solvente, sendo identificado por G, e por

spincoating, sendo identificado por S.

A camada de polipirrol foi crescida da mesma forma e apresenta a mesma morfologia e
modo de crescimento verificado anteriormente. Ja a camada de PEDOT:PSS ¢ mais espessa no
filme gotejado (aproximadamente 10 um) do que no depositado por spincoating
(aproximadamente 5 pm). Entretanto, as duas camadas sdo muito espessas, caso se considere
que filmes nanométricos de até 10 nm ja foram obtidos por alguns pesquisadores.
Provavelmente, a nanoestrutura em fios sofre alteragcdo com o aumento das espessuras das

camadas (MARANDI et al., 2012; MONTEIRO, 2019).
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Figura 43: Imagens MEV de biossensores duplacamada (a) e (b) PPyGOx300UA/PPS-G segdo transversal;(c) e
(d) PPyGOx300UA/PPS-S seg¢ao transversal; (¢) e (f) PPyGOx300UA/PPS-S superficie

A maior parte do PPy se concentra em determinadas regides do eletrodo de ITO,
principalmente na regido do menisco da solugdo, formando uma camada bastante espessa. Entre
essas regides espessas também ¢ possivel observar a formagao de um filme fino de PPy. Dessa

forma, mesmo que visualmente imperceptivel, ocorre a formagdo de um filme fino continuo por
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todo o eletrodo. De forma geral, apresenta algumas falhas provenientes dos processos de

limpeza e de manipulagdo (arranhdes).

O PEDOT:PSS nao forma um filme continuo e, quando se deposita, faz de maneira
irregular. Foi possivel observar algumas regides com o PEDOT depositado, que se caracteriza
por uma regido de menor rugosidade O PPy tem uma morfologia tipica de "couve-flor" e de
crescimento fractal, ja as regides onde ocorrem o PEDOT parecem ser mais "brilhantes", como
se as imperfei¢cdes da superficie de PPy fossem preenchidas. Importante observar, que o
polipirrol também forma nanotubos, porém, estes podem ser preenchidos pela segunda camada

de PIC.

Nao foi possivel garantir, mas aparentemente, mesmo com o PEDOT:PSS depositidado,
¢ possivel observar fios nanométricos. Esses nanofios aparecem muito emaranhados nas regioes
com filme PEDOT mais espesso, mas ¢ possivel observar uma fina textura desses nanofios por
toda a amostra nas imagens da Figura 43(c) e da Figura 43 (f). Foi observado durante a
realizacdo das imagens MEV que esses nanofios sdo extremamente sensiveis ao feixe de
elétrons e "queimam" durante as analises. Portanto, as nanoestruturas devem estar presentes,

porém, ndo resistem a energia do feixe.

Os PIC, como anteriormente comentado, sdo materiais versateis para emprego em
biossensores, pois podem ser produzidos rapidamente e ter sua espessura controlada, assim
como a porosidade, e também podem ser facilmente imobilizados por eletropolimerizagao,
como o caso do polipirrol neste trabalho. Sao, portanto, apropriados para funcionalizagdo em
microeletrodos. Os filmes de PIC nanoestruturados podem, segundo Xia, Wei e Wan (2010)
melhorar o desempenho do biosensor quanto a sensibilidade se tiverem sua espessura em
nanoescala, porosidade e/ou morfologia superficial. J& foram obtidos filmes de até 55 nm de
PIC por refinamento de processos de eletrodeposicao (ADELOJU; MOLINE, 2001), porém,
com correntes muito baixas de oxidagao. J4, tratando-se de porosidade, a resposta de tempo de
filmes porosos compostos por nanofibras/nanotubos, independe da espessura da camada como
verificado por Huang, Weiller, Kaner (2003). Estes autores mostraram imagens MEV de
superficies de eletrodos formados por fibras entrelacadas de polianilina obtidas via quimica, as

quais sdao muito parecidas a da Figura 43(c) e da Figura 43 ().

Sendo assim, os resultados alcangados neste trabalho até o presente momento sdo
satisfatorios, dada a boa atividade do material & deteccdo de glicose. E importante, entretanto,

em trabalho futuro, controlar a formagao das nanoestruturas, comprovar sua natureza quimica
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por XPS ou Raman, assim como diminuir substancialmente a espessura das camadas,
controlando-se as espessuras dos filmes de polipirrol, pelo tempo de sintese eletroquimica e o

de PEDOT:PSS diminuindo-se substancialmente o volume de polimero depositado.

6.5. Curva de adicio de glicose em filmes PPy/GOx300UA/PEDOT:PSS-G e
PPy/GOx300UA/PEDOT:PSS-S

Apesar de ambos os filmes terem resultado em espessuras bem maiores do que o desejado
procedeu-se aos experimentos finais de obtencao de curva de calibracao e testes de estabilidade
do dispositivo empregando-se o filme PPy/GOx300UA/PEDOT:PSS-S, que apresentou espessura
de aproximadamente 5 pm.

A avaliacdo da sensibilidade do biossensores a presenca de glicose na solugado, analito,
foi avaliada estudando-se a resposta amperométrica frente a adigao de glicose com a adi¢cdo, em
intervalos de 60 s, de 1 mL de solugdes aquosas de glicose 100, 200, 300, 400 e 500 mM, a
partir do quinto minuto para que fosse possivel ocorrer o equilibrio de polarizagdo. Embora
adicoes maiores que 100 mM correspondam a curvas de calibragdo com concentragdes bem
maiores que as encontradas em sucos de frutas, por exemplo, procedeu-se os experimentos para
ver se a concentragdes maiores o dispositivo seria mais ativo, dada a camada espessa de
PEDOT:PSS. Dispositivos anteriores obtidos pelo grupo empregando-se PPy/GOx (PIRES,
2012) e copolimeros P(py-edot)/GOx (MONTEIRO, 2019) tenham sido testados com sucesso
para concentragdes menores presentes no sangue, concentragdes maiores nao foram testadas.

Os resultados dessas analises sdo mostrados na Figura 44. Na Figura 45 sdo mostrados, a
titulo de comparagdo, os cronoamperogramas de trés diferentes dispositivos, (a)
Eletrobiossensor dupla camada PPy/GOx300UA/PEDOT:PSS-G, (b) Eletrobiossensor
monocamada PPy/GOx300UA e (c) PPy/GOx300UA/PEDOT:PSS-S.
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Figura 44: Curvas de cronoamperometria de adigdo de glicose com adig@o de fracdes volumétricas de solugdes
com concentragdes variando de 100 mM a 500 mM. Potencial aplicado vs ECS

Da Figura 44 na qual todas as curvas cronoamperométricas encontram-se na mesma escala de
corrente, observa-se que as maiores correntes foram observadas para as adi¢des de menor concentragao,
embora nessa escala seja possivel observar com clareza o sinal a partir da curva de adi¢do de 300 mM.

A curva de adicao de 100 mM apresentou menores correntes para maiores tempos, o que ndo era
o esperado, uma vez que a corrente deve aumentar proporcionalmente com a concentragdo de analito.
Entretanto, sendo essa a curva de calibragdo de interesse para analise de glicose em sucos de frutas, o
teste de estabilidade com o tempo sera realizado com esse mesmo dispositivo:
PPy/GOx300UA/PEDOT:PSS-S.

Da Figura 45 ¢ possivel observar o excelente desempenho do PPy/GOx300UA, que ¢ a base dos
trés dispositivos. A curva de adigdo mostra densidade de corrente crescente com cada adi¢do, como
esperado. Anteriormente, esse mesmo dispositivo foi testado com sucesso, porém, para concentragdes
maiores de GOx 5000UA, no trabalho de projeto de curso de Pires (2012). Mesmo diminuindo-se em
quinze vezes a concentracdo de enzima no meio, o eletrobiossensor mantém sua atividade, o que leva a

crer que o excesso de enzima fica na solugdo de sintese, para concentragdes muito altas de GOx.
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Figura 45: Curvas de cronoamperometria (ECS) de adi¢do de fragdes volumétricas de 1 mL de solugdes com
concentragdes de glicose (A) 100 mM e (B) 200 mM. (a) Eletrobiossensor dupla camada
PPy/GOx300UA/PEDOT:PSS-G, (b) Eletrobiossensor =~ monocamada  PPy/GOx300UA ¢ ()
PPy/GOx300UA/PEDOT:PSS-S

E uma observagdo constante de outros autores (comunicagio pessoal em congressos) a pouca
estabilidade dos dispositivos, que segundo alguns, ndo resistem a uma série de caracterizacdes
completas. Na experiéncia do GMCE, Grupo de Materiais Condutores e¢ Energia, isso nunca foi
observado. Ao contrario, os dispositivos estudados anteriormente pelo grupo foram muito estaveis, o
que foi atribuido as nanoestruturas obtidas eletroquimicamente (nanotubos). Desta forma foi testada
a estabilidade com o eletrobiossensor dupla camada PPy/GOx300UA/PEDOT:PSS-S. As
curvas cronoamperométricas obtidas com intervalo de 1 semana, sdo mostradas na Figura 46 e
na Figura 47 os graficos que mostram a varia¢ao da corrente em fun¢ao da concentragao nesses

experimentos.
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glicose 100 mM para o eletrobiossensor dupla camada PPy/GOx300UA/PEDOT:PSS-S com uma semana, (b) duas

semanas e (c) 3 semanas de uso
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Observa-se da Figura 47 que o dispositivo ¢ eletrotivo durante todo o tempo de vida, de
aproximadamente 3 semanas, ja que a primeira analise foi realizada apds 1 semana de obtengao
do eletrobiossensor. A curva de adigdo, entretanto, s6 apresenta o comportamento esperado na
terceira semana de utilizagdo, com uma variacdo linear da densidade de corrente com a

concentragdo de glicose.

Estes dados revelam a estabilidade do material, mas que, provavelmente, em fun¢ao da
camada muito espessa de PEDOT:PSS (5 uM), que aparenta ser muito resistiva opondo-se ao
transporte de carga associado a massa das espécies iOnicas, torna-se necessario um
condicionamento do dispositivo. O PEDOT:PSS ¢ conhecido por permitir obter filmes finos
com boa transmitancia a luz visivel, excelente estabilidade fisica, que resistem por 1000 h a 100
°C com perda de um minimo de condutividade (JONAS, 1995). Foi possivel observar que a

espessura do filme foi determinante no tempo de resposta.

As nanoestruturas e nanotubos foram obtidos certamente para o polipirrol
funcionalizado com a GOx, mas a camada espessa de PEDOT:PSS ndo permitiu observar a
eficiéncia de reconhecimento de glicose pela primeira camada, nas escalas de tempo dos
experimentos. E importante lembrar que, pela andlise por MEV, foi observada a falta de
aderéncia entre a primeira ¢ a segunda camada de PIC, atribuida a espessura da camada de

superficie.

Em trabalhos futuros pretende-se melhorar o desempenho do dispositivo dupla camada,
mudando-se a metodologia de depdsito do PEDOT:PSS, de forma a poder trabalhar com
solugdes diluidas do mesmo e obter filmes finos, dentro de uma escala de no maximo 100 nm

de espessura.

A reprodutibilidade de propriedades da primeira camada do sensor e a sua estabilidade
jéa estdo comprovados, assim como a sua sensibilidade em faixa de concentragdo ampla que vai
da concentracdo de glicose no sangue até a de sucos de fruta integrais. Para o emprego em
amostras reais, seria ainda necessario o estudo da influéncia de interferentes na validagao do
dispositivo, e a obtencdo e caracterizacao dos dispositivos dupla camada com depdsito de filme

fino.
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7 CONCLUSOES

Neste trabalho foram obtidos e caracterizados em trés diferentes concentracdes de
Glicose Oxidase, GOx, sensores monocamada PPy/GOx com GOx 300, 2640 e 5128 UA e
formulados eletrobiossensores dupla camada com o deposito de PEDOT:PSS sobre a primeira
camada obtido por casting, PPy/GOx/PEDOT:PSS-G, e ©por spincoating,
PPy/GOx/PEDOT:PSS-S, empregando na primeira camada PPy/GOx ja estudada. Todos os
eletrobiossensores apresentaram eletroatividade em solugdo de KCIl e reconhecimento de
glicose como analito. As diferentes concentracdes de GOx ndo foram determinantes da
atividade dos dispositivos monocamada, tendo sido possivel construir curvas de calibracao
entre 100 e 500 mM de glicose, com todos os dispositivos, embora a corrente tenha
naturalmente respondido de forma diferente em fun¢ao da concentracdo de GOx. De qualquer
forma ¢ possivel determinar desde a concentragdo de glicose do sangue até a presente em sucos
empregando-se apenas GOx 300 UA. Foi possivel obter nanoestruturas nos filmes de polipirrol
crescidos eletroquimicamente, porém, ndo foram estudados quais fatores determinam a
nanoestrutura em tubos (nanotubos) ndo usual de PIC crescido eletroquimicamente. Essas
nanoestruturas e a porosidade em nivel nanométrico dos filmes de PPy/GOx, determinada por
AFM, devem ter garantido a eficiéncia e a atividade dos eletrobiossensores. Os dispositivos
dupla camada com PEDOT:PSS formaram camadas com espessuras extremamente altas, de 10
e 5 um, pelos métodos de casting e spincoating, respectivamente. Essas camadas se
apresentaram muito resistivas e tornaram o tempo de resposta, nos testes de cronoamperometria,
dependentes do condicionamento prévio do dispositivo, embora tenham sido sempre
eletroativos e conferido estabilidade eletroquimica ao sistema em longo prazo. Conclui-se que
¢ necessario empregar outro método de deposito de filme que permita trabalhar com solugdes
diluidas de PEDOT:PSS e pequenos volumes, para a obten¢ao de espessuras nanométricas (até
100 nm) e cobertura total da primeira camada do sensor. O tempo maior de resposta também
pode ter sido originado pela falta de aderéncia entre a camada externa e interna de PIC, como

comprovado por MEV, também decorrente da espessura da camada externa.

Ao contrario de outros trabalhos na literatura, estes dispositivos tanto mono como dupla
camada foram estdveis eletroquimicamente permitindo fazer todo o conjunto de analises
eletroquimicas com um Uunico filme e foram testadas por 3 semanas de uso. A atividade e
estabilidade eletroquimica do dispositivo sdo atribuidas ao efeito sinérgico das nanoestruturas
do PPy/GOx e estabilidade mecanica do PEDOT:PSS, como proposto inicialmente. Os

biossensores obtidos foram inovadores pois ndo encontrou-se na literatura biossensores que
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possuissem nanofios em sua estrutura obtidos eletroquimicamente, os nanofios contribuem para
o aumento da porosidade e area disponivel para a fixagdo da GOx. Justamente uma vantagem

em relacdao aos demais biossensores que nao possuem este tipo de nanoestrutura.
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8 PERSPECTIVAS FUTURAS

Pretende-se em trabalhos futuros:

- Estudar os parametros que determinam a nanoestrutura em tubos nos filmes de PPy/GOx;

- Testar outros métodos de deposito de filmes poliméricos de modo a obter filmes com menos
de 100 nm de espessura e com maior adesividade de PEDOT/PSS ao PPy/GOx;

- Caracterizar os sensores quanto aos processos eletroquimicos de oxiredugao para determinar
0 seu mecanismo usando microbalanca a cristal de quartzo;

- Determinar por técnica de luz, a ser ainda escolhida, a forma como a GOx se encontra
funcionalizado na matriz polimérica;

- Caracterizar o sistema por espectroscopias Raman e XPS;
- Ampliar a faixa de determinagao de concentragdo de glicose.

- Caracterizar amplamente o sistema por AFM (Rugosidade e Adesividade em nanoescala) e
MET, caso possivel.
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