UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
Escola de Engenharia
Programa de Pds-Graduagdo em Engenharia de Minas, MetalUrgica e de Materiais
PPGE3M

Polianilina para aplicacéo em biossensores amperomeétricos de

glicose

Betina Hansen

Porto Alegre
2017



BETINA HANSEN

POLIANILINA PARA APLICACAO EM BIOSSENSORES AMPEROMETRICOS DE
GLICOSE

Tese apresentada ao Programa de P6s-Graduacdo em
Engenharia de Minas, Metalurgica e de Materiais, da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, como
parte dos requisitos para obtencéo do titulo de Doutor
em Engenharia. Area de Concentragdo: Ciéncia e

Tecnologia dos Materiais

Orientador: Prof. Dr. Carlos Arthur Ferreira

Porto Alegre
2017



CIP - Catalogacao na Publicacao

Hansen, Betina
Polianilina para aplicacioc em biocssensores
amperométricos de glicose / Betina Hansen. -- 2017.
130 £.

DOrientador: Carlos Arthur Ferreira.

Tese (Doutorado) -- Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, Escola de Engenharia, Programa de P&s-
Graduacdoc em Engenharia de Minas, Metalidrgica e de
Materiais, Porto Alegre, BR-RE, 2017.

1. Polianilina. 2. Biossensor. 3. Glicose. I.
Ferreira, Carlos Arthur, orient. II. Titulo.

Elaborada pelo Sistema de Geracao Automatica de Ficha Catalografica da UFRGS com os
dados fornecidos pelo(a) autor(a).




BETINA HANSEN

POLIANILINA PARA APLICACAO EM BIOSSENSORES AMPEROMETRICOS DE
GLICOSE

Esta tese de doutorado foi julgada adequada para obtencdo do titulo de Doutor em
Engenharia, area de concentracdo de Ciéncia e Tecnologia dos Materiais, e aprovada em
sua forma final pelo professor orientador e pela banca examinadora do Curso de Pos-
Graduacao.

Porto Alegre, 07 de agosto de 2017.

Prof. Dr. Carlos Arthur Ferreira
Orientador

Prof. Dr. Carlos Pérez Bergmann
Coordenador do PPGE3M/UFRGS

BANCA EXAMINADORA

Prof. Dr. Jarem Raul Garcia (UEPG)

Dr?, Alessandra Fiorini Baldissera (UFRGS)

Prof?. Dr3. Jane Zoppas Ferreira (PPGEM)



Aos meus pais, Irineu e Maria da Graca Hansen,
pelo apoio incondicional.



AGRADECIMENTOS

A todos que colaboraram direta ou indiretamente na elaboragdo deste trabalho, 0 meu

reconhecimento.

Principalmente ao professor Dr. Carlos Arthur Ferreira, agradeco pela dedicacao,
orientacdo e amizade nestes 11 anos em que me orientou, desde a época da iniciacao cientifica,

passando pelo mestrado e doutorado.

Aos colegas do Laboratério de Materiais Poliméricos (LAPOL) da Escola de Engenharia
da UFRGS, sobretudo as colegas e amigas, Marcele, Eliane, Cristiane, Larissa e Franciélli, pelo

apoio e amizade. Esta longa caminhada foi muito mais divertida com vocés ao meu lado.

As bolsistas de iniciacio cientifica Stéphanie, Natana e Gabriela pela colaboragio e apoio
na realizacdo deste trabalho.

Aos colegas da Univates, que acompanharam os dois ultimos anos de doutorado e que me

incentivaram a ndo desistir.

A minha familia e em especial aos meus pais Irineu e Maria da Graga pelo apoio
incondicional, incentivo, seguranca e amor. Sem voceés este trabalho ndo seria possivel. Amo

vocés e agradeco imensamente por sempre acreditarem que eu iria conseguir!

A UFRGS, PPGE3M, CNPg, FINEP e FK Biotecnlogia pelo suporte técnico e financeiro.



PUBLICACOES

Os resultados das pesquisas obtidos durante o periodo do doutorado foram publicados
em uma revista cientifica e em alguns congressos de @mbito nacional e internacional, como
listado a sequir:

[1] A facile and simple polyaniline-poly(ethylene oxide) based glucose biosensor. Hansen, B.;
Hocevar, M. A.; Ferreira, C. A. Synthetic Metals, v. 222, p. 224-231, 2016.

[2] Polianilina-Poli(6xido de etileno): Sintese e estudos preliminares na aplicacdo em
biossensores. Hansen, B.; Hocevar, M. A.; Binotto, N.; Medeiros, N. de S.; Ferreira, C. A. Em:
XIV Latin American Symposium on Polymers, 2014, Ipojuca - Porto de Galinhas.

[3] Synthesis of polyaniline and its application in the construction of biosensors. Hansen,
B.; Hocevar, M. A.; S4, S. C.; Ferreira, C. A.; Kreutz, F.T. Em: 24™ Anniversary World
Congress on Biosensors, 2014, Melbourne — Australia.

[4] Creation of an amperometric sensor prototype for detection of infectious diseases; Hocevar,
M. A., Hansen, B., Binotto, N., Kreutz, F. T., Ferreira, C. A. Em: 24" Anniversary World
Congress on Biosensors, 2014, Melbourne.

[5] Studies on well-dispersed DBSA doped polyaniline. Hansen, B.; Hocevar, M. A.; Binotto,
N.; Ferreira, C. A. Em: XIIl Simposio Latinoamericano de Polimeros, 2012, Bogota —
Colombia.

[6] Influence of reaction time in the synthesis of PAni/DBSA soluble in organic solvent.
Hocevar, M. A., Hansen, B., Baldissera, A. F., Binotto, N., Ferreira, C. A. Em: XIII Simpdsio
Latinoamericano de Polimeros, 2012, Bogota.

[7] Producdo e caracterizacdo de tinta de grafite com diferentes proporcdes de PAni/DBSA.
Hansen, B.; Hocevar, M. A.; Ferreira, C. A. Em: 20° Congresso Brasileiro de Engenharia e
Ciéncia dos Materiais, 2012, Joinville.


http://lattes.cnpq.br/8133838520018365
http://lattes.cnpq.br/8133838520018365
http://lattes.cnpq.br/8133838520018365
http://lattes.cnpq.br/7593547358514727
http://lattes.cnpq.br/3845636053338133
http://lattes.cnpq.br/8133838520018365
http://lattes.cnpq.br/8133838520018365
http://lattes.cnpq.br/7593547358514727
http://lattes.cnpq.br/3845636053338133
http://lattes.cnpq.br/7593547358514727
http://lattes.cnpq.br/3845636053338133
http://lattes.cnpq.br/8133838520018365
http://lattes.cnpq.br/8133838520018365
http://lattes.cnpq.br/8133838520018365
http://lattes.cnpq.br/7593547358514727
http://lattes.cnpq.br/3845636053338133

“Desistir...eu j& pensei seriamente nisso, mas nunca me levei
realmente a sério; é que tem mais chdo nos meus olhos do que o
cansago nas minhas pernas, mais esperanga nos meus passos, do que
tristeza nos meus ombros, mais estrada no meu coragao do que medo
na minha cabeca.”

Cora Coralina



RESUMO

A pesquisa na area de biossensores de glicose tem crescido muito nos ultimos anos,
devido a sua grande importancia no monitoramento continuo da glicemia em pessoas com
diabetes. O estudo da utilizacdo de novos materiais nestes dispositivos, como os polimeros
condutores e nanoparticulas de ouro, tem sido alvo de extensas pesquisas. Neste trabalho, a
polianilina (PAni), um dos polimeros condutores mais estudados, foi sintetizada quimicamente
na presenca de poli(6xido de etileno) (PEO) e também na presenca de PEO e de acido
clorodurico (HAuUCls), para a formacdo de nanoparticulas de ouro (NPAu). Estes
nanocompositos foram utilizados na fabricacdo de um biossensor eficiente para glicose,
servindo de suporte para a imobilizacdo da enzima glicose oxidase (GOX) e de facilitadores do
transporte de elétrons. Os polimeros foram caracterizados por infravermelho com transformada
de Fourier (FT-IR), microscopia eletrénica de transmissdo (MET), microscopia eletrdnica de
varredura (MEV), espectroscopia UV-visivel, voltametria ciclica e pelo método padrédo de 4
pontas. Para a producdo dos biossensores, parametros como a quantidade de polimero a ser
aplicada sobre os eletrodos, a concentragdo da GOX, o pH do eletrdlito de realizagdo dos ensaios
eletroquimicos e a quantidade de mediador no eletrolito, foram avaliadas previamente por
voltametria ciclica, a fim de encontrar a maxima resposta eletroquimica do biossensor. Além
dos ensaios de voltametria ciclica, os biossensores foram caracterizados por espectroscopia de
impedancia eletroquimica e por cronoamperometria. Através dos ensaios de
cronoamperometria foi verificado que o biossensor de PAni-PEO detecta glicose em uma faixa
de concentracdes de 1 a 10 mM, com sensibilidade de 16,04 pA mM™ cm2, e o de PAni-PEO-
NPAu, na faixa de 0,1 a 5,5 mM, com sensibilidade de 5,5 e 0,76 HA mM™* cm™, nas faixas de
concentracdo de 0,1 a 0,5 e de 1,5 a 55 mM, respectivamente. Além disso, ambos 0s
biossensores apresentaram seletividade a interferentes como &cido ascorbico e acido Urico,
confirmando que o sinal gerado nos ensaios eletroquimicos refere-se efetivamente a deteccdo

da glicose.

Palavras-chave: Polianilina. Biossensor. Glicose.



ABSTRACT

Research in the area of glucose biosensors has grown tremendously in recent years due to their
great importance in continuous glucose monitoring in patients with diabetes. The study of the
use of new materials in these devices, such as conductive polymers and gold nanoparticles, has
been the subject of extensive research. In this work, polyaniline (PAni), one of the most studied
conductive polymers, was chemically synthesized in the presence of polyethylene oxide (PEO)
and also in the presence of PEO and chloroauric acid (HAuCls) for the formation of gold
nanoparticles (AuNP). These nanocomposites were used in the manufacture of an efficient
glucose biosensor, serving as support for the immobilization of the enzyme glucose oxidase
(GOx) and as electron transport facilitators. The polymers were characterized by Fourier
transform infrared (FT-IR), transmission electron microscopy (TEM), scanning electron
microscopy (SEM), UV-visible spectroscopy, cyclic voltammetry and standard 4-point pobe
method. For the production of the biosensors, parameters such as the amount of polymer to be
applied on the electrodes, the concentration of GOXx, the electrolyte’s pH of the electrochemical
tests and the amount of mediator in the electrolyte were previously evaluated by cyclic
voltammetry to find the maximum electrochemical response of the biosensor.
In addition to the cyclic voltammetry tests, the biosensors were characterized by
electrochemical impedance spectroscopy and chronoamperometry. Through the
chronoamperometry assays, it was verified that PAni-PEO biosensor detected glucose in a
range of 1 to 10 mM, with a sensitivity of 16,04 uA mM* cm2and PAni-PEO-NPAU biosensor,
in the range of 0,1 to 5,5 mM, with sensitivity of 5,5 and 0,76 pJA mM™ cm in the 0,1 to 0,5
and 1,5 to 5,5 mM ranges, respectively. In addition, both biosensors presented selectivity to
interferents such as ascorbic acid and uric acid, confirming that the signal generated in the
electrochemical tests effectively refers to the detection of glucose.

Keywords: Polyaniline. Biosensor. Glucose.
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INTRODUCAO 1

1 INTRODUCAO

Segundo o Ministério da Satde, o diabetes atinge 7,4% da populacio adulta no Brasil® e,
mundialmente, ha cerca de 422 milhdes de diabéticos, com expectativa de que este nimero
chegue a 592 milhdes de pessoas em 2035 (LAl et al., 2016). Considerando estes nimeros, hé
a necessidade de se desenvolver tecnologias nacionais que permitam ao portador de diabetes a
auto monitoracao glicémica em casa, de forma eficiente e com baixo custo, garantindo uma

vida saudavel e com qualidade.

O teste de glicemia capilar € o0 método mais simples e rapido de auto monitorar os niveis
de glicose no sangue. Este é um teste rapido onde, com o auxilio de uma lanceta, uma gota de
sangue € gerada e colocada na extremidade de uma tira teste (chamada cientificamente de
biossensor de glicose), a qual é encaixada no equipamento de detec¢do. Apds poucos segundos,

o nivel de glicemia no sangue é determinado, geralmente em mg/dL. (Figura 1).

Figura 1 - Teste rapido de glicose

Fonte: Google Imagens.

Apesar da intensa pesquisa e publicacdo de artigos para aprimorar 0s biossensores de
glicose, poucos realmente sdo produzidos, permanecendo no mercado aqueles fabricados por
grandes empresas multinacionais. No Brasil, cada tira teste custa aproximadamente R$ 1,502, 0
que gera um grande investimento mensal, principalmente para uma pessoa portadora de

diabetes do tipo I, que necessita monitorar o nivel de glicose no minimo 3 vezes por dia.

! Dados da pesquisa Vigitel (Vigilancia de Fatores de Risco e Protecdo para Doengas Crdnicas por Inquérito
Telefonico), de 2015, disponivel no site do Ministério da Saude.
2 Pesquisa informal realizada pela autora, em 5 farmécias de Porto Alegre/RS.
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INTRODUCAO 2

Com a descoberta dos polimeros condutores em 1977, surgiu uma nova e ampla area de
pesquisa, aplicando esta classe de polimeros nas mais diversas areas da ciéncia, inclusive no
aprimoramento de biossensores. Os polimeros condutores, por serem biocompativeis, auxiliam
tanto na imobilizacdo do elemento sensivel na superficie do biossensor quanto na converséo do

sinal bioldgico em sinal elétrico, a partir das suas propriedades condutoras.

Dentro desta classe de polimeros, destaca-se a polianilina (PAni), a qual apresenta baixo
custo, facil sintese, inclusive com morfologia em escala nanométrica, além de
biocompatibilidade, tornando-se uma excelente alternativa para atuar como matriz de
imobilizacdo de biocomponentes e como facilitadora dos processos de transferéncia de cargas
que ocorrem em biossensores. No entanto, a PAni apresenta como desvantagem a dificil

processabilidade, o que dificulta a sua aplicacdo nas tiras teste.

Uma das formas de melhorar a processabilidade da PAni é através da formacdo de
nanocompositos com polimeros convencionais como, por exemplo, o poli(6xido de etileno)
(PEO). Desta forma, é possivel obter uma dispersao homogénea e viscosa, facilitando a

aplicacdo do polimero sobre a superficie da tira teste.

Nos ultimos anos, as pesquisas relativas a biossensores com PAni foram se tornando cada
vez mais complexas, envolvendo também diferentes materiais para melhorar a sensibilidade e
seletividade, como grafeno, nanoparticulas de 6xidos metalicos, nanoparticulas de ouro (NPAU)
ou até mesmo uma combinacdo destes e outros materiais. Como resultado, os biossensores
pesquisados sdo complexos, de alto custo e dificeis de serem produzidos industrialmente. Além
disso, em muitos destes trabalhos a PAni é sintetizada eletroquimicamente, 0 que também

dificulta a producdo em escala industrial.

Desta forma, neste trabalho, diferentes sinteses quimicas de PAni foram estudadas com o
objetivo de produzir um biossensor de glicose simples, de facil fabricacdo e reprodutivel. Para
melhorar a processabilidade da PAni, as sinteses foram realizadas em presenca do PEO, com
ou sem a formacgédo de NPAu, produzindo a PAni no estado condutor, nanoestruturado, disperso
em um meio viscoso, para ser aplicada sobre a superficie dos eletrodos. Diversos parametros
de producéo do biossensor foram avaliados com o intuito de otimizar a faixa linear, o limite de

deteccdo, o tempo de resposta e a estabilidade.
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OBJETIVO 3

2 OBJETIVO

O objetivo deste trabalho é a producdo de um biossensor amperomeétrico de glicose que
seja simples, eficiente e de facil producéo, utilizando a PAni sintetizada quimicamente na
presenca de PEO, com ou sem a formacgédo de NPAu, como suporte de imobilizacdo da enzima
glicose oxidase e como facilitadora do transporte de elétrons entre a enzima, glicose oxidase
(GOx), e o transdutor.

Tese de doutorado — Betina Hansen
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Polianilina (PANI)

Desde a sua descoberta acidental em 1977 por Hideki Shirakawa, através da exposi¢do
do poliacetileno a agentes dopantes, os polimeros intrinsecamente condutores (PICs) tem sido
extensivamente estudados (CHIANG et al., 1977, MATTOSO, 1996). Estes materiais
combinam as vantagens dos polimeros (leves e baratos) com a habilidade de conduzir cargas
elétricas. Esta combinagdo unica de propriedades fisicas, opticas e elétricas tem permitido sua

aplicacdo em diversas areas (CREAN et al., 2011).

Os PICs sdo condutores por natureza devido a presenca de ligacOes insaturadas
conjugadas, ou seja, uma alternancia de ligag6es duplas e simples ao longo da cadeia, formando
uma estrutura ressonante com deslocalizag@o dos elétrons =, a qual forma um “caminho” para
a mobilidade de cargas ao longo da cadeia (HEEGER, 2002; SEN; MISHRA; SHIMPI, 2016).
No entanto, segundo Bhadra et al. (2009), altas condutividades séo atingidas somente através

de processos de oxidacéo, reducdo ou dopagem da cadeia polimérica.

Dentre os PICs, destaca-se a PAni, a qual é o produto da polimerizacdo oxidativa da
anilina em meio 4cido e que foi primeiramente relatada em 1862, como negro de anilina. A
partir de entdo, diversos estudos foram conduzidos quanto a sua composicao e polimerizagdo
com diferentes &cidos minerais e oxidantes, como persulfato e dicromato. Porém, as
propriedades condutoras da PAni sé foram descobertas quando se aplicou o conceito de
dopagem, aplicado aos semicondutores (RODRIGUES, 2004; TRIVEDI, 1997), e entdo o

interesse neste polimero aumentou.

O termo polianilina se refere a uma classe de polimeros com 1000 ou mais unidades
repetitivas, cuja forma bésica (ndo dopada) é dada pela férmula geral representada na Figura 2,
possuindo y e (1-y) unidades repetitivas das espécies reduzidas e oxidadas, correspondendo aos

anéis benzenoides e quinoides, respectivamente (RAY et al., 1989).

A PAniI esta no estado leucoesmeraldina, esmeraldina e pernigranilina quando y é igual a

1, 0,5 e 0, respectivamente.
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REVISAO BIBLIOGRAFICA 5

Figura 2 - Estrutura geral da PAni.

Lo aloal

Fonte: Adaptado de Ray et al. (1989).

A PAni é o Unico polimero condutor que pode ser dopado tanto por rea¢cdes redox, quanto
por protonacao, através de reacGes acido-base, sem alteracdo do numero de elétrons associado

ao polimero (SILVA, 2000). A Figura 3 ilustra os diferentes estados de oxida¢do da PAni.

Figura 3 - Representacdo esquematica das diferentes estruturas da PAni.
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Fonte: Izumi (2006).

Na Figura 3 observa-se que a forma esmeraldina base da PAni pode reagir com &cidos
proténicos resultando na forma condutora da PAni, sal de esmeraldina, com um aumento na
condutividade de até 10 ordens de grandeza. A protonacéo € realizada preferencialmente nos

nitrogénios iminicos, gerando defeitos catibnicos (polarons e bipolarons), os quais sdo

Tese de doutorado — Betina Hansen



REVISAO BIBLIOGRAFICA 6

responsaveis pela condutividade e comportamento redox da PAni (DHAND et al., 2015;
IZUMI, 2006).

Na dopagem ocorre insercdo de contra-ions na cadeia polimérica e, desta forma, a PAni
condutora pode ser caracterizada como um sal (polication com um &nion por unidade repetitiva)
(HEEGER, 2002). Esta facilidade de conversao entre as formas basicas torna a PAni um grande

potencial em aplicacdes tecnologicas.

Do ponto de vista econdmico, a PAni é bastante superior aos outros PICs, ja que seu
mondmero € de baixo custo, a sintese € bastante simples, pode ser obtida facilmente com
morfologia em escala nanométrica, suas propriedades podem ser alteradas facilmente, possui
estabilidade quimica em condi¢Ges ambientais e habilidade Unica de ser dopada por &cidos
proténicos (BHADRA et al., 2009; MATTOSO, 1996; SEN; MISHRA; SHIMPI, 2016). Além
disso, a PAni € reconhecida como o Unico polimero condutor que € estavel ao ar (LAl et al.,
2016). No entanto, o que limita a aplicacdo deste polimero € a sua baixa processabilidade, a
qual sera discutida na Secdo 3.1.2 deste trabalho.

3.1.1 Sintese

Existem diversos meétodos para sintetizar a PAni, como polimerizacdo quimica,
eletroquimica, fotoinduzida e catalisada por enzimas (BHADRA et al., 2009). No entanto, 0s

dois primeiros metodos sdo 0s mais utilizados.

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

do mondmero sobre eletrodos de diferentes materiais inertes (MATTOSO, 1996).

A sintese eletroquimica é realizada em meio acido contendo altas concentra¢Bes de
anilina e pode ser feita mediante um potencial estatico, em geral com um valor entre +0,7 V e
+1,2 V (versus ECS) ou por voltametria ciclica, com o potencial sendo ciclado entre -0,2 V e
+1,2 V (versus ECS) com velocidades de varredura variando entre 10 e 100 mV.s'
(MATTQOSO, 1996; SALVATIERRA, 2010). Este método possui a vantagem de ndo necessitar
de agente oxidante ou iniciador e, além disto, permite a formacdo de filmes finos com um
polimero com maior grau de pureza. Por outro lado, € um método dificil de ser reproduzido e
utilizado em grande escala (BHADRA et al., 2009; MATTOSO, 1996).

A sintese quimica também ocorre em meio acido, porém sob a acdo de um agente
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oxidante, ocorrendo precipitagdo da PAni na forma de um pé verde, dopado com o &cido
utilizado na sintese. Este método tem a grande vantagem de produzir um polimero de alto peso
molecular e com rendimento maior em relacédo a sintese eletroquimica. Além disso, possibilita
a producdo em larga escala e, portanto a industrializacdo (GUIMARD; GOMEZ; SCHMIDT,
2007; MATTOSO, 1996).

Uma grande variedade de agentes oxidantes e acidos dopantes podem ser utilizados,
sendo os sistemas mais comuns compostos de persulfato de aménio ou cloreto férrico como
agentes oxidantes, e solugdes de acidos inorganicos (HCI, H2SO4, HCIO4) como dopantes. O
grupo funcional presente no acido dopante (inorganico, organico ou poliacido), tem grande
influéncia sobre a solubilidade, dispersdo, condutividade elétrica, etc. da PAni sintetizada
(TRIVEDI, 1997).

Devido a facilidade e diversidade dos métodos de sintese, a PAni pode ser preparada para
apresentar determinadas caracteristicas, dependendo do dopante e das condi¢des de sintese
utilizadas. Por exemplo, um polimero de elevada estabilidade térmica pode ser obtido quando
sintetizado na presenca de acido fosforico ou entdo, quando se utiliza poliacidos como dopantes,

a PAni pode se manter dopada inclusive em valores de pH basicos (MATTOSO, 1996).

Outros métodos de sintese que vem sendo extensivamente estudados sdo aqueles que
permitem a obtencdo da PAni com morfologia em escala nanométrica, resultando em relativo
aumento da area superficial (alta razao superficie/volume), maiores interacdes do polimero com
0 meio e, portanto, desempenho superior quando comparado a polimeros obtidos por sintese
convencional, principalmente em aplicacdes como sensores quimicos, nanocompdsitos, entre

outras que exigem maior sensibilidade e interagdo com o meio-ambiente (HUANG et al., 2004).

A PAnNi em nanoestruturas possui maior organizacao, apresenta valores de condutividade
mais altos e é mais facilmente dispersa em solventes (LI; HUANG; KANER, 2009;
SALVATIERRA, 2010). Dentre as principais aplicacOes destacam-se 0S sensores quimicos
(HUANG et al., 2003), col6ides (LI; KANER, 2005) e biossensores (XIA; WEI; WAN, 2010).
Principalmente em relacdo a sua utilizagio em biossensores enziméticos, a PAni
nanoestruturada apresenta maior porosidade e excelentes propriedades eletroquimicas,
permitindo altas taxas de imobilizacdo enzimatica e difusdo rapida das moléculas de analito
(LAl etal., 2016).

Através da sintese convencional da PAni sdo obtidos particulados de tamanhos

irregulares, como mostrado na Figura 4, onde observa-se que nanofibras de PAni se formam
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espontaneamente no inicio da reacdo, comprovando que esta estrutura é intrinseca ao polimero,
ou seja, forma-se naturalmente nos primeiros minutos de reacdo. Portanto, basta controlar as
condigdes de sintese, como tempo de reagdo, agitacdo e concentracdo de reagentes, para que

seja possivel obter a PAni com morfologia em escala nanométrica.

Figura 4 - Evolugdo morfoldgica da PAni durante sintese quimica em HCI 1 M. A microscopia eletronica de
transmissdo mostra claramente que (a) nanofibras sdo produzidas nos primeiros estagios de polimerizagéao e entdo
(b) e (c) tornam-se aglomerados maiores e com formato irregular.

Fonte: Huang (2006).

Diferentes métodos de sintese foram propostos tendo como objetivo suprimir o
crescimento secundario das nanofibras formadas no inicio da reacdo. Um destes métodos é
conhecido como sintese interfacial (Figura 5) (HUANG; KANER, 2004a). Nesta sintese, a
polimerizacdo ocorre na interface de um sistema bifasico composto de agua (contendo o agente
oxidante) e solvente organico (contendo o monémero). As nanofibras se formam na interface e
migram para a fase aquosa por serem hidrofilicas e, com a auséncia de monémero, ndo crescem,

mantendo-se em escala nanométrica.

Outra maneira de prevenir o crescimento secundario é parar a polimerizacdo assim que
todas as nanofibras se formam. Isto é possivel através da agitacdo rapida das solucbes de
mondmero e oxidante, ja que todas as moléculas sdo consumidas rapidamente, evitando excesso
de reagentes para crescimento posterior das nanofibras, como ilustrado na Figura 6. Este
método é chamado de rapidly mixed reaction ou sintese por adicdo rapida de reagentes
(HUANG, 2006; HUANG; KANER, 2004a).
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Figura 5 - llustracéo da sintese interfacial. (a) Uma interface é formada entre a fase organica e a fase aquosa, (b)
nanofibras se formam na interface e migram para a fase aquosa (superior) e (c) nanofibras se acumulam na fase
aguosa

a) b) C)

L

S
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LA AR A R L L L L) YII . - °
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A XXX XXX XXX) Sl bl

Fonte: Huang; Kaner (2004a).

Figura 6 - llustracdo da sintese por adicao rapida de reagentes. (a) A solugdo oxidante é rapidamente adicionada a
solucdo contendo anilina; (b) uma solucdo homogénea é obtida, onde toda a anilina e oxidante estdo bem
distribuidos por toda a solugdo e (c) todos os reagentes sdo consumidos na formacéao das nanofibras.

Fonte: Huang; Kaner (2004a).

A PAniI sintetizada pelos métodos citados tem excelente dispersibilidade em agua devido
a sua morfologia nanofibrilar e, quando forma-se um filme por solucdo (casting) desta dispersao
sobre um substrato, uma rede de nanofibras é obtida (HUANG, 2006). No entanto, suas pobres

propriedades fisicas e mecénicas dificultam a aplicacdo industrial.

Nos Ultimos anos, a introducdo de um segundo componente na PAni, como nanomateriais
por exemplo, tem sido muito estudada. Este segundo componente pode ser nanoparticulas
metélicas ou de dxidos metalicos, nanotubos de carbono, grafeno, outros polimeros, etc. A
adicdo destes componentes amplia a funcionalidade da PAni, resultando em melhor
desempenho do polimero na sua determinada aplicacdo (SEN; MISHRA; SHIMPI, 2016). A
utilizacéo de outros polimeros como componente secundario sera discutida na Sec¢éo 3.1.2 deste
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trabalho.

Nanocompasitos de PAni com nanoparticulas metalicas tem sido muito pesquisados. Ha
basicamente duas rotas para sintetiza-los: (i) uma reacdo redox em uma etapa, onde ocorre
simultaneamente a polimerizacdo da anilina e a formacdo das nanoparticulas ou (ii)
polimerizacdo in situ, onde nanoparticulas pré-sintetizadas sdo misturadas a solucdo de
mondmero, seguido de polimerizacdo quimica ou eletroquimica (SEN; MISHRA; SHIMPI,
2016).

A facil reversibilidade de dopagem e desdopagem da PAni facilita a sintese de
nanocompdasitos conforme a rota (i). Segundo Sen, Mishra e Shimpi (2016), como o potencial
de reducdo padrdo da maioria dos sais de metais nobres é maior que o da anilina, uma reacao
redox de uma etapa pode ser realizada para oxidar a anilina com reducdo simultanea dos sais
de metais nobres, originando nanoparticulas de metal nobre com valéncia zero. O
nanocompasito resultante tem as nanoparticulas de metal incorporadas na matriz de PAni. Este
método tem sido utilizado para preparar nanocompositos de PAni com Ag, Au, Pt, Cu, etc.

Chowdhury, Gangopadhyay e De (2014) e Gangopadhyay, Chowdhury e De (2012)
produziram nanocompositos de PAni e NPAu em uma unica etapa, conforme a rota (i), através
de uma sintese interfacial utilizando o acido cloroaurico (HAuCl4.3H20) como precursor para
a formacdo de NPAu. Bogdanovi¢ et al. (2015) também utilizou a sintese interfacial para
produzir compositos de PAni e Au, e prop6s o mecanismo de sintese apresentado na Figura 7
para estes compdsitos. Os autores também verificaram que variando a razdo entre a anilina e o

agente oxidante (AuClys’) é possivel controlar a morfologia e dimensdo das estruturas formadas.

Figura 7 — Representacdo esquematica da sintese de nanocompdsitos de PAni e Au. A PAni formada no
nanocompdsito esta na forma de sal de esmeraldina.
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Fonte: Bogdanovi¢ et al. (2015).
3.1.2 Processabilidade

Como ja citado, potenciais aplicacGes da PAni tem sido limitadas devido a sua inerente
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intratabilidade, ja que este polimero se decomp@e sem fundir e possui baixa solubilidade na
maioria dos solventes disponiveis (BHADRA et al., 2009; KURAMOTO; TOMITA, 1997).

Para superar estas desvantagens, muitas pesquisas tem sido realizadas em relacdo ao
método de sintese, estudando a substituicdo da cadeia alquilica no anel aromatico ou no &tomo
de nitrogénio, a dopagem com acidos protdnicos funcionalizados (&cido canforsulfénico ou p-
toluenossulfénico), a copolimerizacdo com mondémeros alifaticos, a formacéo de blendas ou
compositos com polimeros convencionais e a incorporacdo, na cadeia da PAni, de grupos
polares funcionais, cadeias poliméricas ou cadeias alquilicas longas e flexiveis, formando PAni
que é soltvel em agua e/ou em solventes organicos comuns (HAN et al., 2002; JAYMAND,
2013).

Outra forma de melhorar a processabilidade da PAni é sintetiza-la em forma de disperséo.
Geralmente sdo realizadas em meio organico, no entanto a sintese em meio aquoso, utilizando
um polimero soltvel em agua, também € possivel (STEJSKAL, 1993). Estes polimeros atuam
como estabilizadores, impedindo a aglomeracéo das particulas de PAni, através da formacéao de
um filme em sua superficie. Sdo exemplos de polimeros utilizados nestas sinteses e que atuam
como estabilizadores estéricos o acido poliestirenosulfénico, o poli(vinil alcool), o poli(vinil
metil éter), o PEO, etc. (HAN et al., 2002; HANSEN, B., 2009).

Dentre estes polimeros, destaca-se 0 PEO, o qual permite a sintese da PAni em um meio
aquoso homogéneo e viscoso, combinando as propriedades elétricas da PAni com as

propriedades mecéanicas do PEO. A estrutura quimica do PEO esté apresentada na Figura 8.

Figura 8 - Estrutura quimica do poli(6xido de etileno).

O _H
H O

n

Fonte: Google Imagens.

E possivel realizar a polimerizaco da anilina em uma solugéo acida aquosa, contendo o
PEO solubilizado e, dependendo da metodologia de sintese, poderdo ser formadas nanofibras
de PAni, resultando em um nanocompdsito de PAni e PEO, como realizado por Li e Jing (2009).

Hé estudos da producao de outros compdsitos de PAni e PEO através da mistura destes
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polimeros em diferentes propor¢des (AMIN; BILAL; SHAH, 2016; BARTHET; GUGLIELMI;
BAUDRY, 1997), sendo que as principais aplicacdes destes comp0sitos sao para processos de
electrospinning (KAHOL; PINTO, 2004; PINTO et al., 2003; SUNDARAY; CHOI; PARK,
2010) e para a producdo de eletrdlitos poliméricos a serem utilizados em baterias e outros
dispositivos eletronicos (DEVENDRAPPA; RAO; PRASAD, 2006; KUNTEPPA et al., 2011).
Até onde foi pesquisado para a elaboracdo deste trabalho, ndo h& estudos publicados sobre a
aplicacdo de misturas de PAni e PEO em biossensores de glicose, além da publicacdo deste
trabalho (HANSEN; HOCEVAR; FERREIRA, 2016).

3.1.3 Caracterizacéo eletroquimica

Como ja discutido na Se¢édo 3.1, a PAni é um polimero condutor eletroativo que apresenta
caracteristicas redox, ou seja, pode ser oxidado (perda de elétrons) e reduzido (ganho de
elétrons). E esta caracteristica que favorece a aplicacdo deste polimero em dispositivos como

0s biossensores amperométricos enzimaticos desenvolvidos neste trabalho.

Para efetiva caracterizacdo e entendimento da relacéo entre estrutura e propriedades dos
polimeros condutores, € necessario caracteriza-los corretamente. Além das técnicas
convencionais de caracterizacéo fisico-quimica, as propriedades redox devem ser determinadas
por metodos eletroquimicos. Dentre estes, destacam-se a voltametria ciclica e a espectroscopia
de impedéancia eletroquimica. Nestes e nos demais ensaios eletroquimicos, fatores externos
como a condic¢do da amostra, natureza do eletrélito, temperatura do experimento e tipo de célula

eletroquimica devem ser levados em consideracdo (CASADO et al., 2016).

3.1.3.1 Voltametria ciclica

A voltametria ciclica é uma técnica utilizada para caracterizar as propriedades redox de
um material, fornecendo informacdes quanto a estabilidade, reversibilidade do sistema e
potenciais de oxidacao e reducdo (GUIMARD; GOMEZ; SCHMIDT, 2007).

O método consiste na ciclagem do potencial de um eletrodo (eletrodo de trabalho) imerso
em uma solucdo eletrolitica sem agitagdo a partir de um valor inicial até um limite pré-
determinado, onde a direcdo da varredura se inverte. Durante a ciclagem, valores de corrente
sdo medidos e o resultado é expresso na forma de um grafico de corrente ou densidade de
corrente (eixo vertical) versus potencial (eixo horizontal). Esta medida é realizada a uma taxa
constante, chamada velocidade de varredura, dada em mV/s (LOJOU; BIANCO, 2006) A
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Figura 9 apresenta um voltamograma ciclico tipico de um sistema eletroquimica reversivel
(répido).

Ainda segundo Lojou e Bianco (2006), parametros importantes a serem determinados a
partir desta curva sdo a magnitude dos picos de corrente (lpc - catddico e Ipa - anddico) e a

localizacdo dos picos em relagdo aos valores de potencial (Epc e Epa), 05 quais determinardo se

o sistema é reversivel ou ndo.

Figura 9 — Voltamograma ciclico tipico obtido em um caso de um sistema eletroquimico reversivel (rapido).
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Fonte: Adaptado de Lojou e Bianco (2006).

Segundo Casado et al. (2016), a resposta de corrente dos polimeros redox pode ser
limitada por dois diferentes processos competitivos: (i) transferéncia de elétrons na superficie
do eletrodo e (ii) difusdo. A maioria dos polimeros redox apresenta um comportamento
intermediario entre estes dois casos limitantes, o qual é referido como "difusdo finita". O
conhecimento destes processos limitantes € importante no estudo de biossensores para
compreender os fendbmenos que ocorrem na superficie do eletrodo e como esta havendo o

transporte de cargas no sistema.

Para determinar o processo de limitacdo, geralmente sdo realizadas medidas com

diferentes velocidades de varredura, como ilustrado nas Figuras 10 e 11.
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Figura 10 — Dependéncia linear entre a corrente de pico e a velocidade de varredura para um sistema composto
por PAnI, polivinilpirrolidona, NPAu e GOX.
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Fonte: Adaptado de Miao et al. (2015).

Figura 11 - Dependéncia da corrente de pico com a raiz quadrada da velocidade de varredura em um sistema

composto por cisteamina, quitosana e GOX.
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Fonte: Zhang et al. (2014).

Uma dependéncia linear da corrente de pico com a velocidade de varredura mostra que o
processo ndo é limitado pela difusdo, mas sim pela transferéncia de elétrons, inferindo também
que o polimero esta bem aderido a superficie do eletrodo (CASADO et al., 2016). Esta situacédo
esta exemplificada na Figura 10. Neste caso, ha apenas um aumento do pico de corrente, com
0 aumento da velocidade de varredura, ndo havendo deslocamento dos picos de corrente em
relacdo ao potencial.

No entanto, se ha uma dependéncia da corrente de pico com a raiz quadrada da velocidade
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de varredura, o processo € limitado por difusdo. Esta dependéncia pode ser visualizada na

Figura 11.

Em relacdo ao comportamento redox da PAni, sabe-se que este polimero apresenta dois
pares caracteristicos de picos redox, correspondentes aos seus diferentes estados de oxidacao.
O primeiro corresponde a conversdo entre os estados leucoesmeraldina e esmeraldina e o
segundo, entre os estados esmeraldina e pernigranilina (MATTOSO, 1996; TRIVEDI, 1997).

A Figura 12 ilustra um voltamograma ciclico tipico da PAni, em meio acido.

Figura 12 - Voltamograma ciclico da PAni em meio &cido no intervalo de -0,2 a +1,0 V, mostrando as cores dos
diferentes estados de oxidag&o.
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Fonte: Salvatierra, 2010.

3.1.3.2 Espectroscopia de impedancia eletroquimica

A espectroscopia de impedancia eletroquimica € uma excelente ferramenta para
investigar a taxa e os processos de transferéncia de carga que estdo ocorrendo em filmes de

polimeros condutores ou em membranas.

Segundo Damos, Mendes e Kubota (2004), o ensaio consiste em aplicar uma perturbacéo
no sistema mediante a aplicacdo de um potencial continuo, sobre o qual é superposta uma
variacgdo senoidal de potencial com pequena amplitude (< 5 mV). Como resultado, surge uma
corrente de forma senoidal, com um deslocamento de fase em relagéo ao potencial (INZELT,
2008). Monitorando a relacdo entre o potencial e a corrente sdo obtidas a impedancia do sistema

e 0 angulo de fase (defasagem da corrente em relacdo ao potencial aplicado).
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Assim, a partir das medidas da impedancia e angulo de fase é possivel avaliar
processos como transporte de carga (incluindo estimativa de velocidade de
transferéncia), condutividade de filmes, capacitancia redox e de dupla camada,
coeficientes de difusdo de portadores de carga, entre outros (DAMOS;
MENDES; KUBOTA, 2004, p. 972).

Uma das formas de se interpretar a variacdo da impedancia em funcdo da frequéncia é
através da representacdo de um circuito elétrico equivalente, composto por resisténcias,
capacitancias e indutancias, devido a semelhanca da célula eletroguimica com um circuito
elétrico. Cada sistema eletroquimico deve ser modelado com o circuito apropriado e cada
grafico de Nyquist é caracteristico de um sistema (INZELT, 2008).

Uma das representacdes da impedancia se da pelo diagrama de Nyquist, que relaciona a
parte real Z’ (resistiva) com a parte imaginaria Z” (capacitiva). Este diagrama esta ilustrado na

Figura 13.

Figura 13 — Diagrama de Nyquist.
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Fonte: Damos, Mendes e Kubota (2004).

Na Figura 13, Rq representa a resisténcia da solucdo (eletrdlito) e Re representa a
resisténcia a transferéncia de carga. O conhecimento destas resisténcias torna esta técnica
interessante também para o estudo de biossensores (CASADO et al., 2016).
Para a deteccdo eletroquimica, técnicas de impedancia sdo Uteis para monitorar mudancas nas
propriedades elétricas decorrentes de eventos de bioreconhecimento nas superficies de
eletrodos modificados. Por exemplo, as alteragfes na resisténcia do eletrodo podem ser medidas
como resultado da imobilizacdo da biomolécula (GRIESHABER et al., 2008).
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3.2 Enzimas

As enzimas sdo, por defini¢do, proteinas com extraordinaria capacidade de catalisar
reacdes bioldgicas com um alto grau de especificidade. S&o constituidas por aminoacidos,
unidos por ligacbes peptidicas que determinam a sua estrutura. A sequéncia e organizacao
desses aminoacidos resultam na estrutura tridimensional que por sua vez, € responsavel pela

especificidade e atividade da enzima como catalisador (PATACAS, 2007).

A caracteristica principal das enzimas que as diferem dos catalisadores sintéticos é a sua
alta especificidade pelos seus substratos, de forma que em uma reacdo catalisada por enzimas
ndo ha formacdo de produtos laterais. Além disto, as reacdes catalisadas por enzimas podem
ocorrer em condicBes suaves de temperatura, pH e pressdo, ao contrario daquelas reacGes

catalisadas por catalisadores sintéticos (SILVA, 2000).

A caracteristica de uma reacdo catalisada enzimaticamente é que ela ocorre no interior
dos limites de uma cavidade, ou fenda, na estrutura molecular da enzima, chamada centro ativo.
A molécula que se liga ao centro ativo e que sofre a agdo da enzima é chamada de substrato e a
habilidade com que a enzima se liga ao substrato se denomina atividade bioldgica. Para ser
reconhecida como substrato, a molécula deve possuir a forma apropriada para acomodar-se no
centro ativo e grupos quimicos capazes de se ligarem aos grupos quimicos ali presentes. Dai
vem a alta especificidade das enzimas (LEHNINGER; NELSON; COX, 1995; MARTINS,
2006).

A atividade bioldgica das enzimas é fortemente afetada por alguns fatores externos, como
a temperatura e o pH do meio. Para cada enzima existe uma faixa de temperatura e de pH onde
observa-se a maxima atividade enzimatica. De acordo com Lehningher, Nelson e Cox (1995),
em temperaturas altas (acima de 50°C) a enzima pode desnaturar e, com a sua utilizagdo em um
pH fora da faixa 6tima, podera ocorrer variacdo da conformacdo dos seus aminoacidos

constituintes, levando também a desnaturacao.

As enzimas podem ser produzidas, industrialmente, a partir de diversas fontes, podendo
ser extraidas de animais ou plantas, porém, as principais fontes sdo 0s microorganismos. A
producdo a partir de fungos e bactérias permite a redugéo de custos de produgéo, por serem uma
fonte de mais facil reposicdo através de uma origem segura e por oferecerem enzimas de alta
pureza (MARTINS, 2006). Atualmente, muitas industrias utilizam enzimas como catalisadores,
como por exemplo, no setor alimenticio, tratamento de couro, producéo de detergentes, analises

quimicas e clinicas, etc.
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Em relacdo a classificacdo, as enzimas sdo agrupadas de acordo com as reacles que
catalisam, como por exemplo, o grupo das transferases catalisam reacdes de transferéncia de
grupos entre moléculas, as hidrolases catalisam reacdes de hidrolise, e as oxidorredutases
catalisam reacfes de oxirreducdo, transferéncia de hidrogénio, oxigénio ou elétrons. A este
altimo grupo que pertence a enzima glicose oxidase (GOx), utilizada neste trabalho
(LEHNINGER; NELSON; COX, 1995; VIEIRA, 2006) .

3.2.1 Glicose oxidase (GOx)

A GOx (B-D-glucose:oxigénio 1-oxidoredutase, EC 1.1.3.4.) é a enzima mais estudada e
utilizada nos biossensores comerciais de glicose. Além desta aplicagdo, ainda € utilizada para
melhorar a cor, o sabor e o tempo de prateleira de alguns alimentos e na remocéao de oxigénio
de sucos de frutas e bebidas enlatadas (BANKAR et al., 2009). Esta enzima apresenta como
vantagens sua facilidade de obtencéo e é resistente a uma maior faixa de pH, forca i6nica e
temperatura, em comparagao com outras enzimas, 0 que permite menores restrigdes durante o

seu processamento e armazenamento (YOO, LEE, 2010).

A GOx é obtida pela purificacdo do extrato de diferentes fungos, principalmente do
género Aspergillus e Penicillium, dos quais o Aspergillus niger é o mais utilizado. Esta enzima
é uma flavoproteina que catalisa a oxidacao da p-D-glucose para D-glucono-3-lactona e H20>
utilizando o oxigénio molecular como receptor de elétrons. Esta reacdo pode ser dividida em

duas etapas, sendo uma de reducéo e outra de oxidacéo (Figura 14).

Na parte referente a reducdo, a GOx catalisa a oxidacao da B-D-glicose a D-glucono- 6-
lactona, a qual é hidrolisada de forma ndo enzimatica a acido gluconico. Neste processo, a
flavina adenina dinucleotideo (FAD) é reduzida a FADH. A FAD é uma molécula orgéanica
complexa (coenzima), sendo a parte ativa da GOX, a qual € um componente comum nas rea¢des

bioldgicas de oxirreducao.
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Figura 14 - Representacdo da reacdo da GOX.
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Fonte: Bankar et al. (2009).

Na parte oxidativa da reacdo, a GOx reduzida € reoxidada pelo oxigénio, gerando H>O>
(BANKAR et al., 2009). Outra forma de visualizar estas reagdes esta demonstrada nas
Equacgbes 1, 2 e 3 (HELLER; FELDMAN, 2008).

Glicose + FAD-GOx —> gluconolactona + FADH2-GOXx [1]
FADH,-GOx + O, —>» FAD-GOx + H20; [2]
H20; —> 2H "+ Oy + 2¢ [3]

Observando as EquacBes 1, 2 e 3 verifica-se que a quantidade de elétrons liberada é
proporcional & quantidade de H2O», que por sua vez é proporcional & quantidade de glicose.
Este é o principio basico de funcionamento de um biossensor amperomeétrico enzimatico de

glicose, o qual sera discutido na Se¢éo 3.3.1 deste trabalho.

Segundo Bankar et al., 0 peso molecular da GOx varia entre 130 a 175 kDa e a sua
atividade enzimatica pode ser inibida pela presenca de Ag*, Hg?*, Cu?*, hidrazina, bissulfeto de
sodio, dentre outros. Como a atividade enzimatica € dependente do estado de ionizacdo dos
aminoacidos no sitio ativo da enzima, o pH do meio tem um papel importante. Para a GOX, 0
pH 6timo varia de 5,0 a 7,0. J& a temperatura para 6tima atividade enzimatica, no caso da GOx

extraida do Aspergillus niger, fica entre 40 e 60°C.

A Figura 15 apresenta uma simula¢do computacional da estrutura da GOx com seu

cofator, FAD, através de um modelo de fitas.
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Figura 15 - Representacéo esquematica da GOx.

carbohydrate

Fonte: Goodsell (2006).

3.2.2 Meétodos de imobilizacdo enzimatica

Embora as enzimas apresentem inumeras vantagens como catalisadores e também na
quantificacdo e monitoramento de analitos, o custo da sua utilizagdo na forma pura inviabiliza
sua aplicacdo. Neste caso, uma possivel solucdo é a imobilizacdo da enzima em suportes
insollveis, permitindo a sua reutilizacdo varias vezes. Além disto, com a imobilizacdo ha um
aumento da estabilidade da proteina devido ao menor grau de liberdade, menor sensibilidade a
interferentes e maior estabilidade quanto as mudancas de pH e elevacdo de temperatura
(MARTINS, 2006).

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

a imobilizacao devera satisfazer alguns pré-requisitos (AHUJA et al., 2007):

» Imobilizacdo eficiente e estavel da biomolécula sobre a superficie do transdutor;
» Retencéo das propriedades bioldgicas;
» A enzima devera ser compativel e inerte frente ao seu suporte;

» Acessibilidade ao substrato apds a imobilizag&o.

Na construgdo de um biossensor enzimético, o processo de imobilizacdo é uma etapa

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

suporte, assim como das condi¢des de reacdo e método de imobilizagdo (ANDRADE, 2006).

Nos ultimos anos, indmeros artigos tem sido publicados indicando os polimeros
condutores como suportes apropriados para a imobilizacdo de enzimas sobre eletrodos, visto
que proporcionam um ambiente adequado e facilitam a interacdo da enzima com a superficie
do eletrodo (GERARD; CHAUBEY; MALHOTRA, 2002).

Os principais métodos de imobiliza¢do enzimatica sdo adsorc¢éo fisica, ligacao covalente,
entrapment e confinamento. A Figura 16 ilustra estes métodos de imobilizacdo. A selecdo do
método mais adequado dependera primeiramente do suporte a ser utilizado e também do uso
pretendido e da aplicacdo (BICKERSTAFF, 1997).

Figura 16 - llustracdo esquematica dos métodos de imobilizacio enzimética sobre um suporte. (A) adsorcéo fisica,
(B) ligacdo covalente, (C) entrapment e (D) confinamento.
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Fonte: Martins (2006).

Dentre 0os métodos de imobilizagdo apresentados na Figura 16, destaca-se o método por
adsorcao fisica, pois devido a sua simplicidade, € um dos mais utilizados. Neste método, a
enzima é imobilizada em um suporte s6lido, onde estdo envolvidas ligacfes, em sua maioria de
natureza eletrostatica como ligacGes de hidrogénio, ligacGes idnicas e forgas de van der Waals,

as quais ocorrem entre os grupos superficiais do suporte e os grupos superficiais da enzima.
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Estas forcas sdo muito fracas, porém, em grande quantidade, permitem uma ligacéo razoavel
com o suporte (BICKERSTAFF, 1997; GERARD; MALHOTRA, 2005).

No entanto, a desvantagem da imobilizacéo por adsorc¢éo fisica é que as forcas de ligacéo
entre a enzima e o suporte ndo podem ser facilmente controladas. Por serem forcas de ligacéo
fracas, dependendo das condi¢des experimentais como pH, temperatura e solvente, a enzima
pode ser dessorvida do substrato para o meio, resultando em perda de reprodutibilidade e
reducdo do tempo de vida util do sensor. Além disto, através deste método é dificil controlar a
quantidade de enzima efetivamente imobilizada no suporte (ALBAREDA-SIRVENT,;
MERKOCI; ALEGRET, 2000; GUIMARD; GOMEZ; SCHMIDT, 2007).

Apesar das desvantagens, varios autores utilizam este método como forma de
imobilizacdo enzimatica. Zhu et al. (2015) fizeram uma solucdo aquosa de GOx, PAni com
nanotubos de TiO2 e Nafion, a qual foi aplicada sobre o eletrodo. Tang, Li e Zeng (2015)
também aplicaram uma aliquota de uma solugdo de GOx em glutaraldeido sobre a superficie
do eletrodo de carbono vitreo modificado com PAni e nanoestruturas de TiO2. J& Miao et al.
(2015) aplicaram uma aliquota de 5 pL de uma solucdo de GOx 8 mg/mL sobre o eletrodo
modificado com PAni, NPAu e poli(N-vinil-2-pirrolidona). Apds a secagem, foi aplicada uma
solucdo de Nafion 0,5% sobre o eletrodo. As solu¢des de Nafion e glutaraldeido auxiliam a
imobilizagdo da enzima sobre o eletrodo, formando uma estrutura reticulada. No entanto, a
utilizacdo destas solucdes causa, frequentemente, desnaturacdo da enzima devido as ligacdes
cruzadas e a toxicidade dos reagentes, principalmente o glutaraldeido (AHUJA et al., 2007;
LAl etal., 2016).

3.3 Biossensores

Biossensores sao dispositivos analiticos autocontidos, geralmente de tamanho pequeno,
gue consistem de um componente sensor bioldgico que estad em contato espacial direto com um
elemento transdutor (também conhecido como detector ou eletrodo) (THEVENOT etal., 2001).
Estes dispositivos utilizam a sensibilidade e seletividade das biomoléculas em relag&o ao seu
correspondente analito, em conjunto com transdutores fisico-quimicos, 0s quais convertem o
complexo sinal bioanalitico, gerado pela reacdo entre a biomolécula e o seu analito, em um
sinal mais simples de ser detectado e mensurado (DHAND et al., 2015; LAl et al., 2016).

Um biossensor opera basicamente em trés estagios: (i) reconhecimento do analito
especifico pelo componente bioldgico, (ii) transformacao da reagdo bioquimica em uma reacao
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detectavel pelo transdutor, e (iii) processamento do sinal do transdutor (SEN; MISHRA,;

SHIMPI, 2016). A Figura 17 ilustra os principais componentes de um biossensor.

Figura 17 — Principais componentes de um biossensor.

I:I I:I Introducéo da amostr:

+ ———
; Unidade
~ Elementode Transdutor processadora
reconhecimento (B) de smal (C)
(componente

biologico) (A)

Fonte: Calil; Silva (2011).

Baseado no tipo de elemento bioldgico de reconhecimento, o biossensor pode ser
classificado em enzimatico, imunossensor, genossensor, dentre outros, sendo o biossensor
enzimatico um dos mais estudados, devido a sua alta especificidade e sensibilidade (LAl et al.,
2016).

Referente ao transdutor, o biossensor pode ser classificado em eletroquimico,
semicondutor, fotoelétrico, piezoelétrico, etc. Dentre estes, 0s biossensores eletroquimicos sdo
0s mais utilizados devido a sua melhor sensibilidade, reprodutibilidade, facil manutencéo e
operacdo, além do baixo custo em comparacdo a outros transdutores. Os transdutores
eletroquimicos podem ser subdivididos em amperométricos, potenciométricos e
condutométricos (LAI et al., 2016; YOO; LEE, 2010). Em biossensores amperometricos os
transdutores mais comuns sdo eletrodos de metal, eletrodos de carbono ou eletrodos
modificados quimicamente (THEVENOT et al., 2001).

No caso de biossensores de glicose, os dispositivos mais comuns disponiveis
comercialmente sdo os amperomeétricos enzimaticos (LAl et al., 2016; YOO; LEE, 2010;
ZAIDI; SHIN, 2016). Neste tipo de biossensor, € medida a corrente produzida durante a
oxidagéo ou redugdo de um produto ou analito, sob a aplicacdo de um potencial constante. A

relacdo entre a quantidade de substrato e o sinal elétrico criado é linear e dada pela Equacéo 4:
[=nFAv, [4]

onde | € a corrente criada na reacdo, n o numero de elétrons transferidos, A € a area do
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eletrodo, F a constante de Faraday e vaa taxa em que a reacao ocorre, sendo esta proporcional
a concentracao do substrato (VIEIRA, 2006).

Nos biossensores amperométricos que utilizam enzimas como elemento biolégico de
reconhecimento, as enzimas mais utilizadas pertencem a classe das oxidorredutases, pois, como
dito anteriormente, elas catalisam reacdes de oxirreducao, transferéncia de hidrogénio, oxigénio
e elétrons. Estas enzimas quase sempre liberam como subproduto o peroxido de hidrogénio
(H202), que ¢ facilmente detectado amperometricamente pela liberacéo de elétrons, conforme
a Equacdo 5:

H.02 —> O+ 2H"+ 2¢ [5]

A quantidade de elétrons liberada € proporcional a concentracdo de H.O», que por sua
vez, é proporcional a concentracdo do analito. O funcionamento dos biossensores enzimaticos

amperométricos sera discutida na Se¢édo 3.3.1.

O primeiro destes biossensores foi desenvolvido por Clark e Lyons em 1962 e ficou
conhecido como “eletrodo enzimatico”. O conceito foi testado em uma experiéncia usando a
enzima glicose oxidase imobilizada em uma membrana de dialise fixada na superficie de um
eletrodo de oxigénio. Desde entdo, diversos estudos foram desenvolvidos nesta area até a
producéo do primeiro biossensor comercial, em 1975 (DHAND et al., 2011; PATACAS, 2007).

Estes dispositivos sdo utilizados, principalmente, em diagnostico médico, seguranca
alimentar e em monitoramento ambiental, podendo ser sofisticados, robustos e de uso
laboratorial; ou faceis de usar, portateis e de uso domiciliar (TURNER, 2013). As vantagens
deste ultimo tipo é a sua portabilidade, especificidade, rapido tempo de resposta e analise em
tempo real (CHAVERO, 2013; CHOWDHURY; GANGOPADHYAY:; DE, 2014; DHAND et
al., 2015).

A comunidade académica tem se esforcado muito nos ualtimos anos para o
desenvolvimento de ferramentas de diagnostico eficiente para a gestdo da diabetes, ja que esta
é uma doenca crénica e sem cura. Segundo Turner (2013), os dispositivos para medir glicose
no sangue para gerenciamento da diabetes compreendem aproximadamente 85% do mercado
mundial de biossensores. Os dispositivos mais comercialmente bem sucedidos para a
monitoracdo da glicose sdo o0s biossensores amperometricos de glicose baseados em enzimas
(LAl etal., 2016).
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3.3.1 Biossensor amperométrico enzimatico de glicose

Ha trés formas gerais de detectar a glicose utilizando um biossensor enzimatico
amperométrico, resultando nos chamados biossensores de primeira, segunda e terceira geracao.
Como explicado na Secdo 3.2.1, a FAD é a parte ativa da GOX, responsavel pelas reagdes de
deteccdo da glicose. Ao entrar em contato com a glicose, a FAD se reduz a FADH, a qual pode
ser regenerada cataliticamente pelo oxigénio presente naturalmente no meio, pela reagcdo com
um mediador ou por oxidacéo direta pelo eletrodo. Os trés tipos de biossensores estdo ilustrados

na Figura 18.

Figura 18 — Representacdo esquematica dos biossensores de primeira (A), segunda (B) e terceira geragao (C).
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Fonte: Putzbach; Ronkainen (2013).

eletrodo

Os biossensores de primeira geracdo (Figura 18A) dependem da presenca do Oz como co-
substrato para a regeneracao catalitica da FAD, ou seja, a GOx ira oxidar a glicose para
gluconolactona, com a reducdo simultanea da FAD para FADH». Em seguida, a FADH; sera
regenerada para FAD usando o O dissolvido no meio, produzindo H2O>. Por fim, a aplicacdo
de um potencial elétrico ird induzir a oxidagdo do H202 na superficie do eletrodo, liberando dois
elétrons, conforme ilustrado nas Equacdes 1, 2 e 3 (pagina 19) (PUTZBACH; RONKAINEN,

2013). Este era o principio dos primeiros biossensores desenvolvidos.

Porém, este método de deteccdo apresenta algumas desvantagens. Em primeiro lugar, o
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centro ativo redox da GOXx esta protegido por uma camada proteica, dificultando a difusédo dos
reagentes. Em segundo, o O» tem uma solubilidade limitada em meio aquoso, e portanto em
altas concentracfes de glicose poderia ocorrer uma deficiéncia de O, no meio. Por fim, no
potencial de oxidacdo do H>O; ocorre também a oxidacdo de diversos outros componentes
quimicos presentes em amostras bioldgicas (sangue, por exemplo) como acido ascorbico,
acetaminofeno e acido Urico, o que acaba afetando e comprometendo o resultado do teste
(HOMMA et al., 2014; PUTZBACH; RONKAINEN, 2013; YOO; LEE, 2010).

Ha duas maneiras de contornar estes problemas, as quais deram origem aos biossensores
de segunda e terceira geracdo. Os biossensores de segunda geracdo (Figura 18B) sdo
caracterizados pela incorporacdo de um mediador sintético que ird substituir o O2 na
regeneracdo da FAD. Nestes biossensores, 0 mediador oxidado regenera a FAD, através de sua
propria reducdo. ApoOs, o mediador reduzido é regenerado pela superficie do eletrodo,
produzindo o sinal elétrico (PUTZBACH; RONKAINEN, 2013; YOO; LEE, 2010). Esta

sequéncia de reacOes esté descrita nas Equacdes 6, 7 e 8.

Glicose + FAD-GOX == 3cido gluconico + FADH2-GOx [6]
FADH2-GOX + 2M(ox) === FAD-GOX + 2M(req) + 2H" [71
2Mgedy = 2Mox + 2¢° [8]

onde, Mox) € M(req) S80 as formas oxidadas e reduzidas do mediador. Os mediadores mais
utilizados sdo os derivados dos ferrocenos, o ferricianeto e compostos quinénicos, dentre
outros. A vantagem de usar estes mediadores é que a deteccdo da glicose torna-se independente
da presenca do O e é realizada pelo monitoramento da oxidacdo do mediador, em potenciais
elétricos menores do que os biossensores de primeira geracao, evitando a interferéncia de outros
reagentes (DHAND et al., 2015; WANG, 2008).

No entanto, 0s biossensores de segunda geracao também apresentam desvantagens. Por
serem moléculas pequenas e de facil difusdo, manter os mediadores proximos do centro redox
da enzima ¢é dificil. Além disso, podem se dessorver da superficie do sensor com o tempo
(TOGHILL; COMPTON, 2010). Vérios dispositivos de auto monitoracdo de glicose sdo

baseados no uso de mediadores ferroceno e ferricianeto (YOO, LEE, 2010).

Por fim, os biossensores de terceira geracéo (Figura 18C) envolvem a transferéncia direta

de elétrons entre a enzima e o eletrodo, sem a necessidade de mediadores naturais ou sintéticos.
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A grande dificuldade na fabricacao destes biossensores é garantir o contato do centro redox da
enzima com a superficie do eletrodo, ja que, como citado anteriormente, este centro esta
protegido por uma camada proteica, isolante elétrica. No entanto, com o0 avango dos materiais
nanoestruturados, a area superficial do eletrodo pode ser aumentada, oferecendo uma superficie
que imobilize e envolva a enzima, permitindo um contato mais proximo entre enzima/eletrodo
(TOGHILL; COMPTON, 2010).

Putzbach e Ronkainen (2013) apresentam outra abordagem para os biossensores de
terceira geracdo. Segundo os autores, estes biossensores envolvem a ligagdo da enzima ao
eletrodo pela co-imobilizacdo desta e do mediador diretamente na superficie do eletrodo ou
dentro de uma matriz adjacente, como um filme de polimero condutor. Neste caso, o0 polimero
condutor atuaria como um ‘“caminho” para os elétrons, do centro redox da enzima até o eletrodo.
No caso de um biossensor de terceira geracdo que ndo utiliza um mediador, a deteccdo da

glicose sera realizada no potencial redox da GOX, diretamente sobre o eletrodo.

Considerando os biossensores de glicose disponiveis comercialmente, 0s mesmos sdo

basicamente constituidos de:

e Suporte polimérico sobre o qual sdo impressos os eletrodos responsaveis pelo

transporte da corrente elétrica (contatos elétricos);
e Enzima responsavel pela deteccdo da glicose;

e Mediador redox, que auxilia no transporte dos elétrons entre o centro ativo da

enzima e a superficie do eletrodo.

Em relacdo aos mediadores redox, o mais utilizado nos dispositivos comerciais é o
ferricianeto de potassio (Ks[Fe(CN)s]). Conforme discutido sobre os biossensores de segunda
geracdo, a presenca de um mediador é importante para auxiliar no transporte de elétrons. Os
centros ativos redox das enzimas sao protegidos por grupos proteicos, que sdo isolantes. Desta
forma, a utilizacdo de pequenas moléculas mediadoras, que conseguem penetrar na enzima e
chegar ao centro redox, auxilia e acelera o transporte de elétrons entre a enzima e o eletrodo
(MALHOTRA; CHAUBEY:; SINGH, 2006).

Comercialmente, os biossensores ou tiras teste de glicose, como também sdo chamados,
sdo vendidos separadamente dos dispositivos eletrénicos para deteccdo. Em uma rapida
pesquisa de precos nas farméacias, observa-se que o valor das tiras varia de R$1,69 a R$2,39/tira
teste, dependendo da quantidade a ser comprada, da marca do fabricante e do fornecedor.
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Mesmo considerando o valor mais baixo, 0 pre¢o ainda € muito elevado para um paciente que
precisa utilizar varias tiras por dia. A Figura 19 mostra algumas tiras teste de glicose de marcas

bastante difundidas no mercado nacional.
Figura 19 — Exemplos de biossensores de glicose disponiveis no mercado.
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Fonte: Google Imagens.

Segundo Turner (2013), aproximadamente metade dos eletrodos (tiras teste) hoje em dia
utilizados nos dispositivos portateis para medicgdo de glicose sdo fabricados pela tecnologia de
screen printing (serigrafia), utilizando-se tintas poliméricas curaveis, seguido de etapas
posteriores de impressao, drop-on-delivery e/ou laminacdo, onde séo aplicadas a enzima e

demais reagentes, resultando em eletrodos como aqueles apresentados na Figura 19.

Geralmente estes dispositivos comerciais possuem uma faixa de leitura que varia de 10 a
600 mg/dL de glicose (0,5 a 33 mM), sendo que para pessoas sem diabetes o nivel de glicose
varia de 70 a 120 mg/dL (4 a 7 mM) (SANTOS, 2012). Todos sdo baseados em medidas
eletroquimicas e necessitam de pequenos volumes de sangue para realizar o teste (volumes na

ordem de microlitro).

3.3.2 Parametros e desempenho

Existem diversos parametros de caracterizacao que devem ser estudados e avaliados para
a validacdo do funcionamento de um biossensor. Os principais sdo a sensibilidade, a
seletividade, o limite de deteccdo (LOD), repetibilidade e reprodutibilidade destes dispositivos.

Estes parametros e suas defini¢des estédo apresentados na Tabela 1.
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Tabela 1 - Par@metros de caracterizacio de biossensores e suas defini¢oes.

Parametro Definicéo
Sensibilidade Inclinacédo da curva de calibracdo analitica. Um método analitico é
sensivel quando uma pequena alteracdo na concentracdo do analito
causa uma grande alteracdo na resposta.

Seletividade Relacéo entre as inclinag6es das linhas de calibracdo do analito de
interesse e uma interferéncia particular. Um método é seletivo
quando a resposta do analito pode ser diferenciada de qualquer
outra resposta.

LOD Concentracdo ou a quantidade derivada do menor sinal que pode
ser detectado com grau aceitavel de certeza para um determinado
procedimento analitico.

Repetibilidade A proximidade do acordo entre medidas sucessivas do mesmo
parametro, que foram realizadas nas mesmas condicdes
relacionadas com operadores, aparelhos, laboratérios e/ou
intervalos de analise de tempo.

Reprodutibilidade Proximidade do acordo entre medidas sucessivas do mesmo
parametro, realizadas em diferentes condi¢cdes em termos de
operadores, aparelhos, laboratérios e/ou intervalos de analise de
tempo.

Raz3o sinal-ruido I,?_elagé_o_do sinal analitico Uti_l com o ruido ~do sinal,de_ fundo, que
SN é identificado como uma medida das flutuagdes estatisticas no sinal
(S/N) do branco da amostra.

Fonte: Justino; Duarte; Rocha-Santos (2016).

A determinacdo dos parametros listados na Tabela 1 é feita a partir da curva de calibracédo
do biossensor, a qual é obtida, em geral, pela adicdo de solucGes padrao do analito e pelo tracado
das respostas de estado estacionario, possivelmente corrigidas para um sinal do branco
(frequentemente designado de fundo), em comparagdo com a concentragdo do analito. O

método eletroquimico mais utilizado para tracar estas curvas € a cronoamperometria.

A cronoamperometria € uma técnica largamente utilizada para avaliacdo da capacidade
de reacdo de biossensores. Consiste na imersdo do biossensor em um eletrélito e, sob agitacao
e aplicacdo de um potencial constante, séo feitas adi¢des de uma solucdo padréo do analito. A
corrente inicial medida no eletrélito € muito baixa e resulta de pequenas quantidades de
impureza ou espécies adsorvidas na superficie do sensor (sinal do branco ou fundo). A cada
adicdo do analito, corresponde um aumento na corrente, que é proporcional a concentracdo do
analito adicionado (KOZAN, 2007). A Figura 20 mostra exemplos de curvas

cronoamperométricas, onde se observa a adi¢cdo do analito e o estado estacionario que se forma
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apos esta adicao.

Figura 20 — Curvas de cronoamperometria para a deteccdo de colesterol, em tampéo fosfato (pH 6,8), mediante a
aplicacdo de um potencial de -0,05 V (vs. Ag/AgCl).
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Fonte: Grieshaber et al. (2008).

A sensibilidade do biossensor € obtida do gréafico de corrente versus concentracdo do
analito obtido pelo ensaio de cronoamperometria, o qual apresenta uma relacao linear. A
inclinacdo da reta deste grafico representa a sensibilidade, conforme explicado na Tabela 1.
Outra caracteristica importante é a faixa linear de deteccdo, ou seja, faixa na qual ha uma relacéo
linear entre a concentracdo de analito e a corrente elétrica gerada. Fora desta faixa linear, ha um
decréscimo de sensibilidade do biossensor (THEVENOT et al., 2001).

Em relacdo a seletividade, um biossensor com alta seletividade deve responder somente
a um analito, mesmo na presenca de outras espécies interferentes (SEN; MISHRA; SHIMPI,
2016). A analise de interferentes é muito importante, ja que podem causar uma falsa leitura de
glicose. Um interferente & uma espécie que € eletroativa no potencial de operacdo do biossensor
amperométrico. Alguns interferentes que devem ser avaliados sdo o &cido salicilico, a
dopamina, o ibuprofeno, o acido arcérbico, o colesterol, o acido urico, dentre outros. O acido
ascérbico € um dos interferentes mais comuns que afeta a precisdo dos biossensores de glicose
(YOO; LEE, 2010).

Outro fator determinado em biossensores enzimaticos é a constante cinética de Michaelis-
Menten (Km), a qual determina a afinidade entre a enzima e 0 seu substrato, sendo uma
estimativa da constante de dissociacdo aparente, indicando a velocidade na qual o complexo
enzima-substrato se dissocia em substrato-produto. Assim, um valor maior de Ky mostra uma

menor probabilidade de formacéo de produto por evento de ligagdo, ou seja, um maior valor de
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Km indica menor afinidade da enzima pelo substrato (MOHAMMADI et al., 2009).
Ainda segundo Mohammadi et al. (2009) e Feng et al. (2015), uma das formas de se

determinar o Kn é pela equagdo de Lineweaver-Burke (Equacdo 9):

1 1 K
== +—= [9]

onde i é a corrente estacionaria apds a adicao do substrato, imax € a corrente maxima
quando o meio esta saturado e [S] é a concentracdo do substrato em analise. Desta forma,
fazendo o grafico de 1/[S] versus 1/i é possivel determinar facilmente o valor de Km, conforme

a Figura 21.

Figura 21 - Linearizacdo da equacdo de Michaelis-Menten segundo Lineweaver-Burk.

1/

1/ iméx

\ ______________ Inclinacdo = Km/imax

-1/Km

1/[S]
Fonte: Adaptado pela autora de Vieira (2006).

Além dos parametros ja discutidos e apresentados na Tabela 1 e do Km, também é comum
se determinar o tempo de resposta do biossensor, o qual também é determinado pelo ensaio de
cronoamperometria. E definido como o tempo necessario para que se atinja 90% da resposta de
corrente no estado estacionario. Este parametro depende da espessura e permeabilidade do
biossensor, bem como da agitacdo do sistema e da atividade biol6gica da enzima ou molécula
de reconhecimento (THEVENOT et al., 2001).

Por fim, ainda segundo Thévenot (2001), é comum avaliar o tempo de vida de um

biossensor, o qual geralmente é limitado por alguns dias ou semanas, dependendo das condic¢des
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de armazenamento, como temperatura, umidade, atmosfera e etc.

3.3.3 A PAni em biossensores de glicose

A utilizacdo de PICs em biossensores € bem extensa e iniciou como um esforco para
encontrar um modificador da superficie dos eletrodos ou um agente de imobilizacdo enzimatica,
que fosse capaz de reter e evitar a dessor¢do da enzima, mantendo sua bioatividade. Devido as
suas caracteristicas, os PICs s&o capazes de atuar como uma matriz adequada para imobilizagdo
de biomoléculas, e também facilitam o transporte de elétrons nas reacdes redox enzimaticas.

Novamente, dentro desta classe de polimeros, a PAni se destaca (LAI et al., 2016).

Segundo Dhand et al. (2015), a PAni é uma plataforma condutora muito eficiente para
sensores e biossensores devido ao seu comportamento redox e a sua habilidade de mediar o
transporte de elétrons entre o local da reacdo e a superficie do eletrodo. A presenca de dois
pares redox (ver Secdo 4.3.6) ajuda ainda mais a PAni a facilitar estes processos de transferéncia
de cargas, tornando-a ideal para o desenvolvimento de sensores e biossensores eletroquimicos.
Além disto, a presenca de varios grupamentos NH2> ao longo da cadeia polimérica da PAni
oferece perspectivas diversas de imobilizacdo enzimatica. Devido a sua estrutura positivamente
carregada, as biomoléculas (que geralmente tem carga negativa) podem ser imobilizadas por

ligacdo covalente, adsorcéo fisica e confinamento.

Portanto, a PAni pode ser utilizada como plataforma para imobilizacdo de biomoléculas
devido a sua favordvel habilidade de armazenamento, habilidade de formacdo de filmes e
biocompatibilidade, além de atuar como mediador de elétrons em reacdes redox ou enzimaticas,
devido a sua excelente condutividade e inerente eletroatividade (LAI et al., 2016). O principio

de deteccdo de glicose em biossensores baseados em PAni pode ser visualizado na Figura 22.
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Figura 22 — Mecanismos de detec¢éo de glicose usando a PAni como plataforma de imobilizagdo: A) PAni como
mediador e B) oxidacdo do H,O..
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Fonte: Lai et al. (2016).

Numa faixa apropriada de potencial positivo, a PAni pode atuar como um mediador da
transferéncia de elétrons com seus dois pares redox, levando a transferéncia de carga entre a
GOx e a superficie do eletrodo (Figura 22A) (DHAND et al., 2010, 2011; LAI et al., 2016;
ZHONG et al., 2011). No entanto, na maioria dos casos € mais simples medir o peréxido de
hidrogénio produzido pela reagdo enzimatica da GOx com a glicose. Nestas situacdes, a PANI
¢ usada apenas como uma matriz imobilizadora para a GOx e a deteccdo € realizada pela
aplicacdo de um potencial positivo (geralmente em torno de +0,6 V vs. Ag/AgCl) ao eletrodo
modificado com PAni, gerando uma corrente anddica devido a oxidacdo do perdxido de
hidrogénio (Figura 22B). A resposta de corrente é proporcional & concentracdo de glicose
(FENG et al., 2015; LAl et al., 2016).

No entanto, de maneira geral, o papel da PAni e dos PICs nos biossensores ndo esta bem
definido. Ha controvérsias quanto a sua atuacdo como mediador da reagdo enzimatica, ja que a
cadeia do polimero ndo é capaz de penetrar perto o suficiente do centro redox da enzima para
permitir a mediagdo (DAVIS; HUW VAUGHAN; CARDOSI, 1995).
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A PAni vem sendo utilizada na fabricagdo de biossensores de glicose ha quase 30 anos.
Inicialmente, este polimero e os polimeros condutores em geral eram eletropolimerizados na
presenca da GOX, tendo como principal funcdo a imobilizacdo da enzima por entrapment na
estrutura polimérica (DAVIS; HUW VAUGHAN; CARDOSI, 1995). Segundo Lai et al.
(2016), o primeiro artigo utilizando a PAni como matriz para a construcao de um biossensor foi
publicado por Shinohara, Chiba e Aizawa (1988), e baseava-se na deteccdo de glicose pela

diminuicdo da concentracdo de oxigénio durante a reacdo enzimatica.

Nos anos seguintes, varios artigos foram sendo publicados utilizando a PAni em
biossensores de glicose, cujo funcionamento baseava-se na detec¢do do H2O», pela aplicagédo
de um potencial em torno de +0,6 V (COOPER; HALL, 1992; RAMANATHAN;
ANNAPOORNI; MALHOTRA, 1994; SHAOLIN; HUAIGUO; QIAN, 1991). No entanto,
estes biossensores apresentavam baixa seletividade devido ao alto potencial de deteccdo

aplicado.

Com o advento dos biossensores de segunda geracéo e o uso de mediadores para diminuir
o potencial aplicado na detec¢édo da glicose, varias pesquisas foram realizadas utilizando a PAni
em combinacdo com estes mediadores artificiais. Zhang, Bao e Liu (1994) usaram
benzoquinona e acido ferroceno monocarboxilico como mediador, permitindo a deteccdo de
glicose em +0,4 V (vs. Ag/AgCl). J& Losada e Armada (1997) utilizaram cloranil como

mediador e detectaram a glicose em um potencial de +0,25 V (vs. ECS).

Nos ultimos anos, com a facil sintese da PAni com morfologia em escala nanomeétrica e
com intensas pesquisas na formacdo de nanocompoésitos com outros materiais, como
nanoparticulas de metais e dxidos metélicos, nanotubos de carbono, grafeno e etc., 0s mais

recentes artigos cientificos de PAni em biossensores de glicose se baseiam nestes materiais.

Xu et al. (2014) produziram um nanocompdsito de PAni, grafeno e NPAu, o qual foi
misturado com uma solucao de GOx e quitosana e aplicado sobre um eletrodo de carbono vitreo
para a producdo de um biossensor de terceira geracdo. A Figura 23 mostra a resposta
amperométrica do biossensor obtido, que apresentou uma relacdo linear entre corrente e
concentracdo de glicose na faixa de 4,0 uM a 1,12 mM, LOD de 0,60 uM e Knde 0,60 mM.
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Figura 23 - Resposta amperométrica de um biosensor de glicose composto de PAni, grafeno e NPAu, ap6s
sucessivas adicdes de glicose em uma solugéo de PBS (0,1 M, pH 7). Potencial aplicado de -0,55 V.
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Fonte: Xu et al., 2014.

Miao et al. (2015) sintetizaram eletroquimicamente um nanocomposito de PAni,
polivinilpirrolidona e NPAu sobre o qual aplicaram uma solu¢do de GOx com concentracédo de
8 mg/mL. Os ensaios de cronoamperometria foram realizados a um potencial de -0,45 V,
considerando o biossensor como de terceira geracdo. Este biossensor apresentou uma faixa de
detecgdo linear de 0,05 a 2,25 mM, com LOD de 1,0 x 10°° M e sensibilidade de 9,62 pA.mM-

lem™.

Um hidrogel condutor de poliacido acrilico (PAA) com oxido de grafeno reduzido (rGO),
PAni vinil substituida (PAni-VS) e ftalocianina de lutécio (LuPc.), usada como mediador redox,
foi produzido por Al-Sagur et al. (2016) e utilizado como uma matriz tridimensional para a
imobilizacdo da GOx. O hidrogel foi sintetizado quimicamente e aplicado sobre a superficie de
um eletrodo impresso de carbono, seguido da aplica¢do do mediador redox (aliquota de 2 pL)
e da GOx (2 pL, 10 mg/mL). O biossensor produzido foi testado para a deteccdo de glicose por
cronoamperometria, aplicando-se o potencial de +0,3 V e sob sucessivas adi¢des de aliquotas

de 1 mM de glicose. A resposta pode ser visualizada na Figura 24.
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Figura 24 — Cronoamperometria do hidrogel de PAA/rGO/PAni-VS/LuPc,/GOx para sucessivas adi¢des de glicose
1 mMemPBS 0,1 M (pH 7,0). O grafico inserido na figura corresponde a curva de calibracdo da [glicose] versus
corrente elétrica.
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Fonte: Al-Sagur et al. (2016).

Este biossensor apresentou uma faixa linear de deteccéo de 2 a 12 mM, com sensibilidade
de 15,31 pAmMicm? LOD de 25 pM, tempo de resposta de 1 s e possibilidade de
armazenamento de 3 meses (AL-SAGUR et al., 2016).

Gong et al. (2016) desenvolveram um biossensor de glicose baseado em 4-amino
tiofenol/nanoparticulas de Au/glicose oxidase (GOx)-horseradish peroxidase (HRP)/acido 6-
mercapto-1-hexanol-11-mercaptoundecandico sobre um eletrodo de Au. Neste caso, a PAni foi
sintetizada enzimaticamente pela HRP e pelo H20. que foi produzido pela reducdo do O,
acompanhada pela oxidacdo da glicose em &cido glucénico via GOx. Com o aumento da
glicose, mais moléculas de H.O; sdo produzidas, resultando em um crescente aumento de
moléculas de PAni formadas na superficie do eletrodo modificado. Esta formac&o crescente de
PAni resulta em um decréscimo no pico de corrente do Fe(CN)6*"*, ja que a PAni bloqueia a
transferéncia do mediador em direcdo a superficie do eletrodo. Baseado neste decréscimo do
pico de corrente do Fe(CN)s*"* que a concentragio de glicose pdde ser determinada. Os ensaios
foram realizados em uma célula com configuracéo de trés eletrodos e com o eletrolito contendo
0 mediador, através de voltametria ciclica. A Figura 25 mostra as curvas obtidas e a respectiva

curva de calibragéo.
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Figura 25 — (A) Voltametrias ciclicas do biossensor de glicose produzido com 4-amino tiofenol/nanoparticulas de
Au/glicose oxidase (GOx)—horseradish peroxidase (HRP)/acido 6-mercapto-1-hexanol-11-mercaptoundecandico
em uma solucéo de PBS 0,2 M contendo 5 mM de Ks;Fe(CN)s, (B) Gréfico Al versus concentragdo de glicose.
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Fonte: Gong et al. (2016).

O biossensor resultante apresentou uma faixa de detecc¢éo de 16,5 uM a 10 mM, com uma
sensibilidade de 41,78 pA.mM~.cm? (GONG et al., 2016).

Observando estes e demais artigos publicados nos dois ultimos anos (2015 e 2016) sobre
biossensores de glicose utilizando PAni, observa-se que a maioria se baseia na utilizacdo de
multiplos materiais, para combinacdo e complementacdo de suas propriedades individuais. No
entanto, quanto mais materiais utilizados, maior a complexidade e mais etapas sao necessarias

para a producgéo do biossensor, gerando dificuldades para sua producdo comercial.

Outro problema observado por Lai et al. (2016) e Zaidi e Shin (2016) é a estreita faixa
linear de deteccéo destes biossensores, a qual na maioria das vezes ndo compreende toda a faixa

de glicose necessaria para pacientes diabéticos (de 2 a 25 mM, no minimo).

Em relacdo a PAni, ha diversos fatores que dificultam a sua efetiva aplicacdo em
biossensores comerciais de glicose. Iniciando pelo processo de sintese, a PAni apresenta
problemas para ser processada. A anilina € um mondmero carcinogénico, precisa ser destilada
antes do uso, além de ser insolGvel na maioria dos solventes comuns. Outro ponto negativo € a
necessidade de meio acido para formar a PAni em meio aquoso na sua forma mais condutora,
o0 que dificulta a imobilizacdo da enzima durante a sintese, em uma so etapa, sendo necessario
aplica-la em uma etapa subsequente, o que adiciona complexidade a fabricacdo do sensor
(MORRIN et al., 2005).
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Outros fatores limitantes da PAni sdo o efeito do envelhecimento, a instabilidade dptica
e eletroquimica e a falta de métodos de deposicdo padrdo e otimizados (DHAND et al., 2011,
2015). O envelhecimento da PAni envolve a degradacdo lenta e espontanea da sua estrutura
quimica, resultando em quebra de cadeias, 0 que diminui 0 comprimento de conjugacédo do
polimero, resultando em menor mobilidade e condutividade. A estabilidade quimica, térmica e
eletroquimica da PAni pode ser aumentada, como ja discutido anteriormente, com processos de
dopagem com ions metalicos, incorporacdo de particulas metélicas ou de 6xidos metalicos,

nanomateriais de carbono e surfactantes iGnicos.

Portanto, para a efetiva comercializagdo dos dispositivos seria necessario o
desenvolvimento destes nanocompdsitos de engenharia (DHAND et al., 2015; SEN; MISHRA,
SHIMPI, 2016), adicionando complexidade ao seu processo de producéo. E necessério também
pesquisar a melhor relacdo custo-beneficio levando em consideracdo materiais utilizados na

fabricacéo, viabilidade de fabricacdo em larga escala e custo do produto final.

Desta forma, neste trabalho foi estudado o desenvolvimento de dois biossensores de
glicose utilizando polianilinas sintetizadas quimicamente por metodologias simples e efetivas,
tendo como objetivo principal a producdo de biossensores em poucas etapas e que sejam
eficientes em uma ampla faixa linear de deteccdo, possibilitando, futuramente, sua aplicacédo

comercial.
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4 EXPERIMENTAL

4.1 Materiais

Os reagentes utilizados nas sinteses e caracterizac¢Ges estdo listados na Tabela 2.

Tabela 2 - Lista de reagentes utilizados neste trabalho.

Massa molar

Reagente — Sigla ou formula (g/mol) Teor (%) Procedéncia
2-hidroxietil metacrilato (2-HEMA) 130,14 - Sigma
Acido L-ascorbico 176,12 99 Sigma
Acido cloridrico — HCI 36,46 37 Nuclear
Acido cloroaurico - HAuCl;.3H,0 393,83 99,99 Sigma
Acido dodetzllljbéag'z:)no sulfénico 326.49 65 King Ind.
Acido Urico 168,11 >99 Sigma
Anilina 93,13 99 Synth
Cloreto de potassio — KCI 74,55 - Neon
Cloreto de sédio — NaCl 58,44 - Neon
D-Glicose 180,16 99,5 Vetec
Ferricianeto de potassio — KsFe(CN)s 329,26 - Sigma
Fosfato de sodio bibasico — Na;HPO, 141,98 - Neon
Fosfato de sédio monobasico —
NaH,PO, 138,01 - Neon
Fosfato de potassio monobaésico -
pKHzPO4 136,09 i Neon
Glicose OXIda-SG from Aspergillus niger 149.8 Uimg ) Sigma
Tipo VII (GOx)
Persulfato de Amonio (PSA) 228,20 - Synth
Poli (6xido de etileno) (PEO) 600.000 - Sigma
Tetracloreto de Carbono (CCly) 153,82 - Cromoline

Todos os reagentes foram usados como recebidos, com excecdo da anilina, a qual foi
previamente destilada e armazenada sob refrigeracéo e protecédo da luz.

A solucdo de glicose foi feita em tampéao fosfato salino (PBS) na concentracdo de 0,1 M
e pH 7,4, e deixada mutarrotar por 24 h, armazenada sob refrigeracdo. O PBS foi feito com os
seguintes sais: cloreto de sodio, cloreto de potassio, fosfato de sddio monobaésico e fosfato de
sodio bibasico.

Também foram utilizados tampdes de fosfato de sddio 0,1 M com pH 6 e 7, os quais
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foram produzidos a partir de solugdes de fosfato de sddio monobésico e fosfato de sddio
bibasico.

Membranas de dialise foram utilizadas para a purificacdo dos polimeros ao final das
sinteses (Fisherbrand, Molecular weight cut-off de 12.000 — 14.000 kDa).

4.2 Sintese das polianilinas

Diferentes sinteses foram testadas, a fim de encontrar a melhor combinacdo entre
propriedades mecanicas e elétricas. Como ja discutido, a PAni tem dificil processabilidade, o
que dificulta a sua aplicacdo sobre a superficie do sensor. Portanto, o principal desafio deste

trabalho foi sintetizar a PAni com as seguintes propriedades:

e Dispersa ou em solugdo em meio aquoso: ndo devera ocorrer a precipitacdo

imediata do polimero, pois dificultaria e prejudicaria sua aplicacdo sobre o eletrodo;

e Meio levemente viscoso: essa caracteristica é necessaria, pois o intuito € aplicar o

polimero por casting;

e Formacdo de filme: necessario para garantir a cobertura total do eletrodo de trabalho

e uma melhor aderéncia a superficie;

e Condutora, na forma sal de esmeraldina: o estado de oxidacdo e dopagem da
polianilina sdo importantes, pois ela atuara como facilitadora do transporte elétrico,

conduzindo a corrente elétrica produzida na reagdo enzimatica;

e Nanoestruturada: a utilizagdo de nanoestruturas em biossensores aumenta
significativamente a sensibilidade e diminui o tempo de resposta, ja que a area de

contato polimero/enzima é maior.

A combinacdo de todas estas propriedades é bastante dificil, j& que a PAni
nanoestruturada na sua forma mais condutora é obtida em meio acido e aquoso e portanto, de
baixa viscosidade. Ao adicionar um polimero convencional para aumentar a viscosidade, perde-
se em condutividade elétrica. Além disso, a PAni sintetizada quimicamente é, na maioria das
vezes, obtida na forma de po, o qual precipita logo apos o término da sintese. Desta forma, é
necessario encontrar uma metodologia de sintese que permita a combinacdo de propriedades

para que seja possivel atingir os objetivos deste trabalho.

A fim de encontrar esta combinacdo 6tima de propriedades, diferentes sinteses de PAni
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foram previamente testadas e caracterizadas. Algumas destas sinteses estdo listadas na Tabela
3, com as devidas observacdes e comentarios, esclarecendo porque a sintese atingiu ou nao as

propriedades desejadas para prosseguimento do trabalho.

Tabela 3 - Diferentes sinteses de PAni realizadas.

Sintese Referéncia Comentarios

Realizada com relagdes de DBSA para anilina de 0,65, 0,85

PANi- e 1,00. Todas resultaram em nanofibras de PAni sal de
(MOULTON et al.,

DBSA em esmeraldina. A viscosidade do meio é alta ao final da
disperséo 2004) sintese, porém diminui acentuadamente depois da
purificacdo por dialise.
. Sintese do hidrogel poli(2-hidroxietil metacrilato) (PHEMA)
PE@IUI-A (MONCAO, 1997) e posterior mistura com a PAni-DBSA. Formou filme

irregular, com aglomerados de PAni.

Realizada variando-se a concentracdo de PEO adicionada
PAni-PEO (LI; JING, 2009) em 1,5 e 10 g/L. Obtenc¢éo de nanofibras de PAni na forma
sal esmeraldina verde e com adequada viscosidade.

A sintese foi alterada pela adi¢do do PEO no meio, nas

PANi-PEO- (GANGOPADHYAY; concentracBes de 1, 5 e 10 g/L. Obtencéo de nanoparticulas
NPAu CHOWEZ)SE;?Y’ DE, de PAni na forma sal de esmeraldina verde e com adequada

viscosidade.

A partir das caracterizagdes realizadas nas diferentes sinteses, foi decidido prosseguir o
trabalho utilizando apenas duas amostras: PAni-PEO e PAni-PEO-NPAu, ambas sintetizadas

com 5 g/L de PEO. Estas sinteses serdo descritas detalhadamente na sequéncia.

4.2.1 Sintese da PAni-PEO

Esta sintese foi baseada no método proposto por Li e Jing (2009), com algumas alteracdes.
Uma quantidade pré-determinada de PEO foi dissolvida em 50 mL de HCI 1 M, sob intensa
agitacdo para homogeneizar o meio. Em seguida, 50 mL de solucédo de anilina 0,5 M em HCI 1
M foi adicionada a solucdo de PEO, obtendo-se entdo, 100 mL de uma mistura homogénea de
anilina e PEO. Por fim, 100 mL de uma solugdo de PEO e persulfato de aménio (PSA) 0,5 M
em HCI 1 M foi adicionada a solucédo anterior, seguido por agitacdo até completa mistura dos
reagentes. A reacdo segue sem agitacdo por 4 h. A Figura 26 ilustra as etapas desta sintese

quimica.
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A razdo molar entre mondmero e oxidante foi mantida em 1:1 e igual a 0,5 M. Ja a

concentracdo de PEO na sintese foi de 5 g/L.

Finalizadas as 4 h de sintese, o polimero foi purificado através de dialise, por 24 h em
agua deionizada. A dialise permite a retirada de excesso de reagentes como HCI e PSA, e a

retirada de oligbmeros, mantendo o polimero disperso no meio de sintese.

Figura 26 - Etapas da sintese da PAni-PEO. (a) Solucbes de PEO com anilina e PSA, em HCI 1 M, (b) e (c) adi¢do
de uma solucéo sobre a outra, sob agitacdo, (d) adi¢cdo completa das solucdes.

Fonte: Da autora.

A Figura 27 (a) mostra o polimero em uma placa de Petry, onde é possivel observar que
a PAni esta bem dispersa no meio, sem a presenca de aglomerados ou granulos. Na Figura 27
(b) observa-se o polimero em dispersdo e sem precipitar apos 2 dias.

Ao final da sintese foi determinado o teor de ndo volateis da dispersdo polimérica, de
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acordo com a NBR 7340 (ABNT, 1982). Esta norma foi escolhida por ser a Unica que determina
este indice e, apesar de ser direcionada a tintas e vernizes, € possivel ser aplicada para a
dispersdo polimérica produzida neste trabalho. Apos este ensaio, verificou-se um teor de nédo
volateis de 3,7%.

Figura 27 - PAni-PEO apds dialise (a) na placa de Petry, (b) armazenada ha 2 dias sem precipitar.

Fonte: Da autora.

4.2.2 Sintese da PAni-PEO-NPAuU

A sintese foi baseada no método proposto por Gangopadhyay, Chowdhury e De (2012),
com algumas modificacdes. Estes autores realizaram uma sintese quimica interfacial, baseados
nos estudos de Huang e Kaner (2004a, 2004b) para obtencdo de nanocompositos de PAni com
NPAu, utilizando meio aquoso e meio organico. Esta sintese segue a rota (i), descrita na Secéo
3.1.1 deste trabalho (pagina 10), onde o agente oxidante é o HAuCl4.3H-0, o qual, ao oxidar a

anilina, acaba se reduzindo a Au®, que deve precipitar na forma de nanoparticulas.

Neste trabalho foi utilizado anilina 0,5 M, HAuCl4.3H.O 0,003 M e 5 g/L de PEO.
Inicialmente foram feitas duas solucdes: anilina em CCls (meio organico) e HAuCl4.3H20 e
PEO em HCI 1 M (meio acido aquoso). Em seguida as duas solugdes sdo misturadas e
levemente agitadas com auxilio de agitador magnético. Ap6s homogeneiza¢do, 0 meio é
deixado em repouso para separacdo das fases, sendo que a fase inferior é a organica e a superior
a aquosa, para a qual a PAni que se forma na interface comeca a difundir. A Figura 28 ilustra

as etapas desta sintese.

Apos 4 h de sintese, foi retirada com o auxilio de uma pipeta a fase superior da sintese,
na qual o polimero ficou disperso. Em seguida o polimero foi filtrado com auxilio de papel

filtro, até que a agua de filtragem ficasse incolor. Da mesma forma que para a PAni-PEO,
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também foi determinado o teor de ndo volateis, que resultou em apenas 1,0%.

Figura 28 - Etapas da sintese da PAni-PEO-NPAuU. (a) Solucdes organica (transparente) e aquosa (amarela), (b)
apos 2 min de sintese, (c) apds 20 min de sintese e (d) apds 30 min de sintese.

Fonte: Da autora.

A Figura 29 (a) mostra o polimero em uma placa de Petry apos a dialise e na Figura 29
(b) observa-se o polimero em dispersdo, mas ja precipitado apds 2 dias de sintese. Porém, ao
contrario da PAni sintetizada por método convencional, uma leve agitacdo no frasco ja dispersa

o polimero novamente, o que facilita a sua aplicac&o.
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Figura 29 - PANi-PEO-NPAuU apos dialise (a) na placa de Petry, (b) armazenada ha 2 dias.

Fonte: Da autora.

4.3 Caracterizacao dos polimeros

Os polimeros foram caracterizados através do método de 4 pontas para determinar sua
condutividade elétrica, por espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FT-
IR), microscopia eletrénica de varredura (MEV), microscopia eletronica de transmissdo (MET),
espectroscopia no UV-Visivel e voltametria ciclica.

4.3.1 Condutividade elétrica

A condutividade elétrica da PAni-PEO foi medida com o polimero na forma de pastilha,
com 1,2 cm de diametro e 1,65 mm de espessura. Ja para a PAni-PEO-NPAuU, devido ao baixo
rendimento e ao pouco volume sintetizado ndo foi possivel secar polimero suficiente para fazer
uma pastilha. Desta forma, o polimero foi aplicado na forma liquida sobre uma lamina de vidro
para microscopia e em seguida foi seco em estufa a 60°C. A espessura da pelicula formada foi
medida com o auxilio de um paquimetro digital (resolucdo de 0,005 mm). Os ensaios foram

realizados a temperatura ambiente.

Para a execu¢do do método padrdo de quatro pontas foi utilizado o equipamento Cascade
Microtech CS 4-64, associado a uma fonte Keithley 6430. O método consiste em aplicar valores
de potencial elétrico nas pontas externas e medir a corrente gerada nas pontas internas. Segundo
Girotto e Santos (2002), a medi¢do da condutividade elétrica depende de varios fatores como o
formato da amostra e suas dimensdes, além do substrato sobre o qual foi aplicada. Para cada

combinacdo destes fatores existe uma equacdo de resistividade (p), cujo inverso € a
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condutividade, em S/cm. Para a PAni-PEO a resistividade foi determinada pela Equagéo 10 e
para a PAni-PEO-NPAuU, pela Equacéo 11:

14
p = TWF2F4 [10]

|4
p=Twh; [11]

onde p € a resistividade (©2.cm), V é o potencial (Volts), | é a corrente (Ampéres), w € a
espessura da amostra (cm) e F», Fse F4s&o0 constantes que dependem da espessura da amostra,
diametro e distancia entre as ponteiras (GIROTTO; SANTOS, 2002).

4.3.2 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR)

As andlises de FT-IR foram realizadas, a fim de se obter informacGes sobre o estado de
oxidagdo da PAni e interacdo entre 0 PEO e as NPAu com a cadeia polimérica. As amostras
foram preparadas na forma de pastilhas do material a ser analisado com KBr, e as analises foram

feitas em um espectrofotdmetro FTIR Perkin EImer modelo Spectrum 1000.

4.3.3 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

A morfologia dos polimeros sintetizados foi analisada por MEV nos microscépios JEOL
JSM 6060, para a PAni-PEO e Zeiss EVO MAL0 para a PAni-PEO-NPAuU. Para esta Ultima
ainda foi utilizado o sistema de detec¢do de raios-X caracteristicos (EDS) do equipamento para
verificar se houve a incorporacdo do Au na estrutura da PAni-PEO. Ambos 0s microscopios

operaram a um potencial de 10 kV.

As analises foram realizadas com o polimero e com o polimero coberto pela GOx. Para
isso, 0s polimeros foram aplicados sobre o suporte (stub) e secos em estufa a 60°C. Em seguida,
a solucdo de GOx foi aplicada sobre o polimero e seca em estufa a 30°C. As amostras de PAni-
PEO foram previamente metalizadas com Au, enquanto as de PAni-PEO-NPAu nao sofreram

0 processo de metalizagao.

4.3.4 Microscopia eletrénica de transmissdo (MET)

Para esta analise, uma aliquota dos polimeros foi diluida a 50 vezes em agua e depositada
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sobre grid (grade) de cobre com filme de carbono. Os grids foram secos a temperatura ambiente.

A andlise foi realizada em microscopio JEOL JEM 1200.

4.3.5 Espectroscopia no UV-Visivel

Para realizar esta analise, a PAni-PEO e a PAni-PEO-NPAu foram diluidas a 100 vezes
em agua deionizada. Foi feita a varredura no intervalo de 300 a 900 nm, utilizando-se o
equipamento T80 + UV-Vis Spectrometer da PG Instruments Ltd. Esta faixa foi escolhida
considerando-se que abaixo de 300 nm ha uma forte absor¢do do PSA utilizado na sintese da
PANi-PEO e, acima de 300 nm, nenhum dos outros reagentes além do polimero apresenta
absorbancia significativa, portanto todas as mudancgas que ocorrem no espectro sdo atribuidas
a PAni (STEJSKAL, 1993).

4.3.6 Voltametria ciclica

Esta técnica foi utilizada para conhecer a influéncia da adicdo de um polimero isolante
(PEO) nas caracteristicas eletroquimicas da PAni. Para a PAni-PEO, os ensaios de voltametria
ciclica foram realizados em uma célula eletroquimica de 3 eletrodos: placa de platina contendo
uma pelicula de PAni-PEO cobrindo uma area de 1,5 cm?, como eletrodo de trabalho; fio de

platina como contra eletrodo e eletrodo de Ag/AgCl como eletrodo de referéncia.

Para a PAni-PEO-NPAu, os ensaios foram realizados utilizando-se o eletrodo de carbono
(Figura 30 (a)) fornecido pela GSI Technologies. Este eletrodo possui base polimérica, de
poli(cloreto de vinila) (PVC), sobre a qual sdo impressos o contra eletrodo e o eletrodo de
trabalho, os quais sdo de carbono, e o eletrodo de referéncia, que é de Ag/AgCl. O polimero foi
aplicado na area de 0,07 cm? referente ao eletrodo de trabalho (ET), como indicado na Figura
30 (a).

Para encaixar o eletrodo de carbono e realizar os ensaios eletroquimicos, foi improvisado
um dispositivo utilizando 3 fios elétricos, os quais foram fixados em um prendedor de roupa na
distancia certa para fazer contato com os 3 eletrodos do eletrodo de carbono. Para efetivar o

contato elétrico ainda foi utilizado um clips, que pressionava o dispositivo (Figura 30 (b)).

Para ambos os polimeros o potencial foi ciclado de -0,2 V a +0,8 V vs Ag/AgCl, com
velocidade de varredura de 30 mV/s e utilizando como eletrélito uma solugdo de HCI 1 M. No

caso da PAni-PEO-NPAuU, o eletrodo foi fixado na horizontal e uma aliquota de 120 pL do
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eletrdlito foi aplicada sobre o eletrodo, cobrindo a &rea do eletrodo de trabalho, de referéncia e
contra eletrodo, garantindo o contato elétrico entre eles. As medidas foram realizadas em um
potenciostato Autolab PGSTAT 302N com auxilio do software Nova 1.10.

Figura 30 — (a) Eletrodo de carbono indicando os eletrodos de trabalho (ET), contra eletrodo (CE) e eletrodo de
referéncia (ER), (b) eletrodo fixado no dispositivo improvisado.

Fonte: Da autora.

4.4 Producao dos biossensores

O objetivo principal deste trabalho, como ja citado anteriormente, é a producdo de um
biossensor simples, eficiente e reprodutivel. Para isto, foi escolhida uma metodologia simples
de producdo do biossensor, que consiste em aplicar o polimero e a enzima por casting, sobre a
superficie do eletrodo.

No caso da PAni-PEQ, o eletrodo sobre o qual o biossensor foi estruturado consiste em
uma placa de platina, conforme mostrado na Figura 31. Sobre a placa foi aplicada uma
quantidade pré-determinada de polimero em uma area de 1,5 cm?e levada para secar em estufa
a 60°C. Sobre o polimero aplicou-se a enzima GOx e esta camada foi seca a 30°C. Ao final
deste processo, 0 biossensor foi chamado de Pt/PAni-PEO/GOx. Os volumes de polimero e de
GOx, assim como a concentracdo de GOx aplicados sobre o eletrodo, foram otimizados sendo
que os valores apresentados no esquema da Figura 31 sd@o 0s que apresentaram melhores
resultados. Este processo sera descrito na Secdo 4.5.1 deste trabalho.
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Figura 31 — Esquema ilustrando a producéo do biossensor Pt/PAni-PEO/GOX.

50 uL de
PANI-PEO

Eletrodo de platina (Pt) Pt/PANi-PEO Pt/PANi-PEO/GOX

Fonte: Da autora.

Para a PAni-PEO-NPAu, o biossensor foi produzido sobre o eletrodo de carbono descrito
anteriormente, seguindo as etapas apresentadas no esquema da Figura 32. Primeiramente, uma
quantidade pré-determinada de PAni-PEO-NPAu foi aplicada sobre a area referente ao eletrodo
de trabalho (0,07 cm?) e levada a estufa para secar a 60°C. Em seguida, foi aplicada a soluc&o
de GOx e o eletrodo foi seco em estufa a 30°C. Ao biossensor final foi dado o nome de

EC/PANi-PEO-NPAuU/GOX.

Figura 32 — Esquema para a producdo do biosensor com PAni-PEO-NPAu.

‘ 7 uL de GOx ©

n 25 mg/mL

7 uL de PANi-PEO-NPAuU

Fonte: Da autora.
Assim como para o biossensor de PAni-PEO, os volumes de polimero e GOx, bem como

a concentracdo da solucdo de GOx, foram otimizados e os valores que apresentaram melhores

resultados estdo ilustrados no esquema da Figura 32.

Os biossensores de PAni-PEO e PANi-PEO-NPAu foram produzidos sobre substratos

diferentes devido a quantidade limitada de eletrodos de carbono fornecidos pela GSI

Tese de doutorado — Betina Hansen



EXPERIMENTAL 50

Technologies. Desta forma, foi decidido fazer todos os testes e ensaios da PAni-PEO sobre o

substrato de platina e os da PAni-PEO-NPAu sobre o eletrodo de carbono.

ApoOs a producdo dos biossensores, os mesmos foram caracterizados, conforme o0s

métodos descritos na Secao 4.5 deste trabalho.

4.5 Caracterizagao dos biossensores

Os biossensores foram caracterizados por métodos eletroquimicos como voltametria
ciclica, espectroscopia de impedancia eletroquimica e cronoamperometria, 0S quais Serao

descritos a seguir.

45.1 Voltametria ciclica

Vérios parametros influenciam no desempenho de um biossensor amperométrico
enzimatico que utiliza polimeros condutores, como o eletrélito onde ocorrerdo os ensaios, a
quantidade de polimero depositada sobre o eletrodo, a presenca de um mediador eletroquimico
e a quantidade de enzima GOx imobilizada. Para avaliar e otimizar estes fatores, os quais
também sdo pardmetros de producgdo e aplicacdo dos biossensores, foi utilizada a técnica de

voltametria ciclica.

As células eletroquimicas foram as mesmas descritas na Segéo 4.3.6 deste trabalho, ou
seja, uma célula de 3 eletrodos para a PAni-PEO (eletrodo de trabalho: placa de platina; contra
eletrodo: fio de platina; eletrodo de referéncia: eletrodo de Ag/AgCl saturado), a qual esta
ilustrada na Figura 33, e para a PAni-PEO-NPAuU, utilizou-se o eletrodo de carbono, da mesma
forma que apresentado na Figura 30. O potencial foi ciclado de -0,5 V a +0,8 V vs Ag/AgCl,
com velocidade de varredura de 30 mV/s, em um potenciostato Autolab PGSTAT 302N com

auxilio do software Nova 1.10.

Os ensaios foram realizados com os parametros apresentados na Tabela 4 para a PAni-
PEO e na Tabela 5 para a PAni-PEO-NPAu. Na avaliacdo de cada um dos parametros citados

anteriormente, os demais parametros foram mantidos fixos.
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Figura 33 — Célula eletroquimica para a realizagdo dos ensaios com a PAni-PEO.

Fonte: Da autora.

Tabela 4 — Estudos realizados na otimizagdo da produgdo do biossensor Pt/PAni-PEO/GOX, estabelecendo os
parametros variados e os parametros fixados em cada analise.

Estudo da
Estudo da ) Estudo da
Estudo do . guantidade de .
. guantidade de ) concentracéo de
eletrdlito ) mediador i
PANi-PEO enzima GOXx
(K3Fe(CN)s)
x 5 mg/mL
Tampao fosfato 50 L 1mM
A de sodio pH 6 25 mg/mL
Parametro 75 uL 5 mM
variado Tampéo fosfato 50 mg/mL
. 100 pL 10 mM
de sodio pH 7 75 mg/mL
5mM de Tampao fosfato ~ Tampdo fosfato =~ Tampéo fosfato
KsFe(CN)s de sddio pH 7 de sédio pH 7 de sédio pH 7
Parametros 20 KL de PAni- 5mM de 50 pL de PAni- 5mM de
fixos PEO KsFe(CN)s PEO KsFe(CN)s
20 pL de GOx 20 pL de GOx 50 20 pL de GOx50 50 pL de PAni-
50 mg/mL mg/mL mg/mL PEO
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Tabela 5 - Estudos realizados na otimizacdo da producéo do biossensor EC/PAni-PEO-NPAU/GOX, estabelecendo
0s parametros variados e os parametros fixados em cada analise.

Estudo da Estudo da
) ) Estudo da
Estudo do guantidade de guantidade de .
-, . ) concentracéo de
eletrolito PAni-PEO- mediador )
enzima GOXx
NPAuU (K3F€(CN)6)
Tampéo fosfato 5 mg/mL
P 5 uL 1mM
A de sodio pH 6 25 mg/mL
Parametro 7 UL 5mM
variado Tampéo fosfato 50 mg/mL
- 9uL 10 mM
de sodio pH 7 75 mg/mL
5mM de Tampao fosfato =~ Tampdo fosfato ~ Tampéo fosfato
KsFe(CN)s de sédio pH 6 de sédio pH 6 de sédio pH 6
Parametros 7 ML de PAni- 5mM de 7 pL de PAnI- 5mM de
fixos PEO-NPAuU KsFe(CN)s PEO-NPAuU KsFe(CN)s
4uLde GOx 10 4puLde GOx10 4 puLde GOx 10 7 UL de PAnI-
mg/mL mg/mL mg/mL PEO-NPAuU

Analisando a Tabela 4 observa-se que para o estudo do eletrélito foram avaliados o
tampao fosfato de sddio pH 6 e pH 7, sendo que a quantidade de mediador no eletrélito (5 mM)
e as quantidades de PANni-PEO (50 uL) e GOx (20 pL, 50 mg/mL) aplicadas sobre o eletrodo
permaneceram fixas. No estudo da quantidade de polimero PAni-PEO a ser aplicado na
superficie do eletrodo para a construcédo do biossensor, foram avaliados os volumes de 50, 75 e
100 pL de polimero, seguidos da aplicacdo de 20 puL de GOx 50 mg/mL. Foi utilizado como

eletrolito o tampéo fosfato de sddio pH 7 contendo 5 mM de K;Fe(CN)s.

Para a avaliacéo da quantidade de mediador KsFe(CN)s que seria utilizada no eletrdlito,
foram estudadas as concentracdes de 1, 5 e 10 mM, adicionadas ao eletrolito de tampéo fosfato
de sodio pH 7. Para a producéo dos eletrodos foram utilizados 50 pL de PAni-PEO e 20 pL de
GOx 50 mg/mL. Por fim, para analisar a concentragdo de GOx a ser aplicada sobre o eletrodo,
foram estudadas as concentragdes de 5, 25, 50 e 75 mg/mL. Foi aplicado 50 pL de PAni-PEO
para a producdo do eletrodo e o eletrolito utilizado foi o tampéo fosfato de sddio pH 7 contendo
5 mM de KsFe(CN)e. Esta mesma interpretacdo deve ser dada a Tabela 5, a qual resume as
condigdes dos ensaios realizados com a PAni-PEO-NPAu. Todos os ensaios foram realizados
em triplicata.
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Foi observada em cada ensaio, qual condicdo apresentava a melhor resposta
eletroquimica, ou seja, maior densidade de corrente nos pares redox durante a ciclagem do

potencial, o que indica maior atividade eletroquimica naquela determinada condicao.

A partir dos resultados obtidos em todos estes ensaios, foram determinados 0s parametros
6timos para a construcdo dos biossensores com PAni-PEO (Pt/PAni-PEO/GOX) e biossensores
com PAni-PEO-NPAu (EC/PANI-PEO-NPAuU/GOX), os quais foram aplicados em todos os

demais ensaios realizados a partir daqui.

Com esta plataforma definida, ainda foram realizadas voltametrias ciclicas com os
polimeros e com os biossensores ja estruturados na auséncia e na presenca de glicose no
eletrolito, a fim de evidenciar se a presenca da enzima GOx sobre o polimero estava
apresentando resposta eletroquimica a glicose. A partir destas curvas também foi possivel
identificar o melhor potencial para realizacdo dos ensaios de cronoamperometria, descritos na
Secdo 4.5.3. Além disso, foram realizados ensaios de voltametria ciclica em varias velocidades
de varredura (30, 60, 90, 120 e 150 mV/s), com o intuito de conhecer qual o processo limitante

na resposta de corrente elétrica.

4.5.2 Espectroscopia de impedancia eletroquimica

As anélises de impedancia foram realizadas em um potenciostato Autolab PGSTAT 302N
com auxilio do software Nova 1.10, no intervalo de frequéncias de 10 kHz a 0,05 Hz para a
PAnNI-PEO e 100 kHz a 10 Hz para a PAni-PEO-NPAu. A amplitude de voltagem utilizada foi

de 5 mV e os ensaios foram realizados em temperatura ambiente.

Para a PAni-PEO, utilizou-se a célula padrdo com 3 eletrodos, descrita anteriormente e
mostrada na Figura 33, sendo o eletrélito a solucdo de tampédo fosfato de sédio com pH 7
contendo 5 mM de KsFe(CN)s. J& para a PAni-PEO-NPAuU, os ensaios foram realizados com o
eletrodo de carbono acoplado ao dispositivo improvisado neste trabalho e mostrado na Figura
30 sendo aplicada a aliquota de 120 pL do eletrolito tampéo fosfato de sédio pH 6 contendo 10

mM de KsFe(CN)s, recobrindo a area dos 3 eletrodos.

Para ambos os polimeros, os ensaios de impedancia foram feitos com os eletrodos
contendo apenas os polimeros e contendo os polimeros e a GOXx, nas quantidades e

concentracdo definidas nos ensaios anteriores de voltametria ciclica.
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4.5.3 Cronoamperometria

O ensaio de cronoamperometria realizado neste trabalho consistiu na aplicagdo de um
potencial fixo (+0,2 V para o biossensor de Pt/PAni-PEO/GOx; +0,3 V para 0 biossensor
EC/PANI-PEO-NPAU/GOX) e adicbes sucessivas, a cada 30 segundos, de uma aliquota de
glicose correspondente a 0,1 mM (somente para o biossensor de EC/PANi-PEO-NPAuU/GOX) e
1 mM com micropipeta, a qual auxiliou também na agitacdo do sistema. Os ensaios foram
realizados na célula eletroquimica com 3 eletrodos (Figura 33) para o biossensor de Pt/PAni-
PEO/GOx, e com o eletrodo de carbono acoplado ao dispositivo improvisado neste trabalho
(Figura 30) sendo aplicada a aliquota de 120 pL do eletrélito tampéo fosfato de sodio pH 6
contendo 10 mM de KzFe(CN)g, recobrindo a &rea dos 3 eletrodos. A partir destes ensaios de
cronoamperometria foi possivel determinar a curva de calibragdo dos biossensores e estabelecer

a relacdo entre a concentragéo de glicose e a densidade de corrente gerada.

Além disso, foi realizado o teste de sensibilidade a agentes interferentes, como o &cido
arico e o acido ascorbico, ambos em solugdes preparadas em PBS 0,1 M pH 7,4. As curvas
cronoamperométricas foram obtidas a partir de adi¢bes sucessivas de glicose na concentracéo
de 1 mM e dos interferentes, com uma concentracdo de 0,2 mM, sendo adicionada uma espécie

por vez, em intervalos de 30 s.

Por fim, foi realizado um teste de estabilidade do biossensor, no qual foi comparada a
resposta de corrente para uma medida de 2 mM de glicose no primeiro dia de producéo do
biossensor, apds 15 dias e apds 30 dias de producdo. Durante este intervalo de 30 dias, no qual
os ensaios foram realizados, os biossensores ficaram armazenados na geladeira (~4°C) em uma
placa de Petry e protegidos da luz. Para a realizacdo deste ensaio, 0s biossensores Pt/PAni-
PEO/GOx e EC/PANi-PEO-NPAuU/GOx foram colocados em contato com uma solucéo do seu
eletrolito padrdo (PAni-PEO: tampdo fosfato de sédio pH 7 contendo 5 mM de KzFe(CN)g;
PAnNi-PEO-NPAuU: tampé&o fosfato de sédio pH 6 contendo 10 mM de KsFe(CN)g) contendo 2
mM de glicose, sendo que a corrente foi deixada estabilizar. Por fim, foi tragcado o gréfico de

densidade de corrente em fungédo do dia de realizacdo do ensaio.

Todas as cronoamperometrias foram realizadas em um potenciostato Autolab PGSTAT
302N com auxilio do software Nova 1.10. O ensaio para determinar a sensibilidade e curva de
calibracéo foi realizado com 10 amostras. J& os ensaios de sensibilidade a interferentes e de

estabilidade foram realizados em triplicata.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

O capitulo Resultados e Discussdo foi dividido em duas partes principais: caracterizacao
dos polimeros, na qual serdo discutidos simultaneamente a PAni-PEO e a PAni-PEO-NPAu; e
a producao e caracterizacdo dos biossensores, que sera dividida em duas se¢Oes, referentes a

cada um dos biossensores produzidos.
5.1 Caracterizagdo dos polimeros

5.1.1 Condutividade elétrica

Os ensaios de condutividade elétrica foram conduzidos conforme descrito na Se¢do 4.3.1,
através da aplicagdo de 15 potenciais elétricos, em 3 locais diferentes das amostras, com as
respectivas leituras de corrente elétrica. Para cada um destes valores foi calculada a

resistividade p e a correspondente condutividade o, em S/cm, conforme as EquacGes 10 e 11.

A PAni-PEO apresentou condutividade elétrica de 5,77 x 10 S/cm, o que supera o obtido
por outros autores que produziram compositos de PAni com PEO. Devendrappa, Rao e Prasad
(2006) obtiveram uma condutividade de 1,5 x 10 S/cm para compositos de PAni:PEO (50:50)
e Kunteppa et al. (2011) obtiveram condutividades na ordem de 2,0 a 4,0 x 10 S/cm para
compositos com diferentes porcentagens de PAni, PEO e NaClOa.

No caso da PAni-PEO-NPAu, o valor de condutividade obtido foi 1,3 x 102 S/cm.
Pillalamarri et al. (2005) obtiveram valor de condutividade de 0,1 S/cm em um compdsito de
PAni (0,1 M) e NPAu (0,002 M de HAuUCI4 na sintese). J& Sarma e Chattopadhyay (2004)
obtiveram condutividade de 1,08 S/cm para um compdsito de PAni e NPAu sintetizado na
presenca de dodecilsulfato de sddio (SDS) e H202. Desta forma, o valor de condutividade
encontrado para a PAni-PEO-NPAuU esta um pouco menor do que 0s encontrados na literatura,
mas deve-se considerar que neste trabalho houve também a insercdo do PEO na estrutura de

PAnI, que é um polimero convencional, ndo condutor.

De forma geral, segundo Hopkins et al. (2004), a insercdo de um polimero convencional
na sintese de PAni forma uma matriz isolante na qual a PAni fica inserida, resultando em
decréscimo de condutividade elétrica. No entanto, mesmo com o acréscimo do PEO na sintese,

os valores de condutividade ficaram dentro da faixa prevista.
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5.1.2 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR)
Os ensaios de FT-IR foram realizados com o intuito de confirmar a formag&o de PAni na
forma sal de esmeraldina, dopada e protonada, e a sua relagdo com o PEO e as NPAu.

A Figura 34 mostra as espectroscopias de FT-IR obtidas para a PAni, o PEO e a PAnI-
PEO. A PAni pura foi sintetizada da mesma forma que a PAni-PEO, porém sem a adi¢édo do

PEO no meio de sintese.

Figura 34 — Espectroscopia FT-IR das amostras de PAni, PEO e PAni-PEO.
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Analisando a Figura 34 observa-se os picos caracteristicos da PAni, referentes ao
estiramento das ligacdes C=C dos anéis quinoide e benzenoide, os quais devem estar presentes
em torno de 1600 e 1500 cm™ (KANG; NEOH; TAN, 1998). A presenca destes dois segmentos
da cadeia de PAni confirma a formacg&o da PAni sal de esmeraldina. Nos polimeros sintetizados
neste trabalho, estes picos se localizam em 1562 e 1476 cm™ para a PAni, e em 1610 e 1467
cm para a PAni-PEOQ, respectivamente. O deslocamento dos picos e sua menor intensidade no
composito de PAni-PEO em relacdo a PAnNi pura sugere uma interacdo quimica entre estes

polimeros e um decréscimo em condutividade (LI; JING, 2009).

Os demais picos presentes na faixa de 1250 a 1600 cm, tanto no espectro da PAni quanto

Tese de doutorado — Betina Hansen



RESULTADOS E DISCUSSAOQ 57

no da PAni-PEO, referem-se ao estiramento da ligacdo C-N, flexdo da ligacdo C-C dos anéis
aromaticos quinoides e benzenoides e flexdo das ligacdes N-H presentes na PAni. Ja o pico
intenso em torno de 1115 cm™ esta associado & flexdo no plano das ligagdes C-H dos anéis
(KANG; NEOH; TAN, 1998).

Em relagéo ao espectro do PEO puro, observa-se uma ampla banda centrada em 3466 cm’
! correspondente a vibragéo da ligagio O-H. De acordo com Kunteppa et al. (2011), o PEO é
altamente hidrofilico e absorve facilmente a umidade do ar, ficando hidratado. Também esta
presente um pico em 2899 cm referente ao estiramento das ligagdes C-H dos grupos metilenos
e uma banda mais ampla em torno de 1100 cm™, referente a ligagido C-O (DEVENDRAPPA,
RAO; PRASAD, 2006). Os picos na faixa entre 1500 e 800 cm™, presentes no espectro do PEO
puro, referem-se as vibragbes de oscilacdo e flexdo das ligacdes C-H (BASAVARAJU;
DEMAPPA; RAI, 2007; DEVENDRAPPA; RAO; PRASAD, 2006; KUNTEPPA et al., 2011).

Os picos caracteristicos da PAni e do PEO estdo presentes no compésito de PAni-PEO,

indicando que houve incorporac¢do do PEO na cadeia de PAni sal de esmeraldina.

A Figura 35 mostra os espectros da PAni, PEO e PAni-PEO-NPAu.

Figura 35 - Espectroscopia FT-IR das amostras de PAni, PEO e PAni-PEO-NPAuU.
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Analisando a Figura 35, observa-se no espectro da PAni-PEO-NPAuU o0s picos referentes
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ao estiramento das ligagdes C=C dos anéis quinoide e benzenoide, localizados em 1591 cm™ e
1488 cm't, respectivamente, o que confirma a formagdo da PAni sal de esmeraldina. Também
é possivel observar a incorporacdo do PEO no compdsito de PAni-PEO-NPAuU pelo pico em

2796 cm™, referentes ao estiramento das ligagdes C-H dos grupos metilenos do PEO.

Ja os intensos picos em 1115 cm™ (flexdo no plano das ligagdes C-H dos anéis, para a
PAni) e 1110 cm™ (referente a ligagdo C-O, no PEO) estdo presentes no espectro da PAni-PEO-
NPAu com intensidade bem reduzida. Os picos intensos na regido entre 550 e 750 cm™ estdo
associados a bandas de deformacédo caracteristicas da ligacdo C-ClI (GONGCALVES, 2010).
Além disso, analisando de forma geral o espectro da PAni-PEO-NPAu e comparando-o com 0
da PAni-PEO (Figura 34) é possivel observar que houveram alteracfes, possivelmente

relacionadas com interacdes entre a PAni-PEO e as NPAU.

5.1.3 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

A Figura 36 apresenta as micrografias MEV das amostras de PAni-PEO e da PAni-
PEO/GOx, em diferentes magnificacdes. A GOx foi adicionada sobre o polimero com o intuito
de verificar a sua influéncia na morfologia da PAni

Analisando a Figura 36 (a) e (b) é possivel verificar que a PAni-PEO sintetizada é uma
mistura de fibras com pequenas particulas de variadas dimens6es. N&o é possivel, visualmente,
identificar a PAni e o PEO separadamente, o que indica uma boa miscibilidade destes
polimeros. Além disso, a presenga do PEO no meio de sintese ndo afetou a formagéo de fibras

de PAni sal de esmeraldina.

Na Figura 36 (c) e (d) é possivel visualizar a morfologia da PAni-PEO apos a aplicacdo
de uma camada da GOx com a mesma concentracao utilizada para a producgéo dos biossensores.
Verifica-se que a deposicao desta solucdo de GOx em PBS criou uma camada sobre as fibras e
particulas, ligando umas as outras e deixando a superficie mais compacta e coesa. No entanto,
uma estrutura porosa (mais aberta) ainda manteve-se presente, o que, segundo Gangopadhyay,
Chowdury e De (2012), oferece uma facil difusdo de moléculas entre o eletrolito e a superficie

do eletrodo, resultando em maior sensibilidade e em respostas mais rapidas dos biossensores.
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Figura 36 — Micrografias MEV, a) e b) da PAni-PEO em diferentes magnificacdes; c) e d) da PAni-PEO/GOx em
diferentes magnificacdes.

A Figura 37 (a) e (b) mostra as micrografias MEV da PAni-PEO-NPAu e PAni-PEO-
NPAuU/GOX, respectivamente. Observa-se, na Figura 37 (a) que, ao contrario do compasito de
PAnNIi-PEO, na sintese da PAni-PEO-NPAuU ocorreu a formacao de pequenas particulas de PAni,
de formato arredondado. Gangopadhyay, Chowdhury e De (2012), em cujo trabalho esta sintese
foi baseada, obtiveram nanofibras de PAni. Possivelmente, pela inser¢do do PEO no meio de

sintese, a morfologia da PAni foi alterada.

E possivel observar também na Figura 37 (a) que as particulas se unem, formando
aglomerados maiores e compactos. Em comparacao com a Figura 36 (a), referente ao composito
de PAnNI-PEO, a PAni-PEO-NPAu forma uma estrutura menos porosa e menos aberta. Com a
aplicacdo da GOx sobre o polimero (Figura 37 (b)) verifica-se que a estrutura torna-se ainda
mais compacta e menos porosa, da mesma forma que ocorreu com a PAni-PEO/GOx (Figura
36 (c)), devido a formacgdo de uma camada da solucdo de GOx em PBS, que esta unindo e

aglomerando ainda mais as particulas.
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Figura 37 — Micrografias MEV a) da PAni-PEO-NPAu, b) da PAni-PEO-NPAU/GOX, c) espectroscopia de EDX
da PANi-PEO-NPAU e d) porcentagem de cada elemento atbmico na area avaliada.

Mag= S500KX EHT=10.00kV

d)
Carbono (C) 11,43 77,40
Nitrogénio (N) 1,59 9,26
Oxigénio (O) 2,06 10,48
Cloro (Cl) 0,85 1,96
Ouro (Au) 2,18 0,90
Total 18,12 100

Na Figura 37 (a) é possivel visualizar algumas particulas mais claras e com maior brilho,
que poderiam ser as particulas de Au formadas durante a sintese. Para confirmar a formacéo do
Au metalico, foi realizada a deteccgéo de raios-X especificos (EDS), cujo espectro esta na Figura
37 (c). Pelo espectro € possivel confirmar que h4 atomos de Au na amostra avaliada e pela
tabela apresentada na Figura 37 (d), verifica-se que a quantidade em porcentagem de atomos
de Au é 0,90% na area avaliada pelo EDS (indicada pelo quadrado na Figura 37 (a)).

A partir destes resultados é possivel afirmar que o método de sintese utilizado foi efetivo

e que houve a reducéo do Au, presente no agente oxidante HAuCls.3H20, para Au°.

5.1.4 Microscopia eletronica de transmissao (MET)

A técnica de caracterizacdo por MET foi utilizada para confirmar a formacdo de
nanoestruturas de PAni em ambos 0s compositos produzidos, bem como para confirmar a
presenca de NPAu no compésito de PAni-PEO-NPAu. As micrografias MET da PAni-PEO
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podem ser visualizadas na Figura 38 (a) e (b), em diferentes magnificacOes; e as da amostra de

PANi-PEO-NPAuU estdo na Figura 38 (c) e (d), também em diferentes magnificacoes.

Figura 38 — Micrografias MET da (a) e (b) PAni-PEO, em diferentes magnificacdes e (c) e (d) PAni-PEO-NPAu
em diferentes magnificacdes. As areas circuladas nas imagens (a) e (c) indicam onde houveram as magnificacGes.

Na Figura 38 (a) e (b) é possivel confirmar a formagdo de nanofibras de PAni com
diferentes comprimentos e didmetro de aproximadamente 70 nm. Também se observa a
formacéo de nanoparticulas de PAni com diametros variados. Assim como nas micrografias de

MEV, néo é possivel distinguir a PAni e 0 PEO, indicando boa miscibilidade destes polimeros.

Outra caracteristica interessante das nanofibras de PAni-PEO formadas é a sua aparente
flexibilidade. Analisando as imagens de outros trabalhos, como o da Figura 39, onde nanofibras
de PAni foram sintetizadas (HUANG, 2006; LI; HUANG; KANER, 2009), as fibras aparentam

ser mais rigidas e menos flexiveis do que as nanofibras de PAni-PEO. Este fato pode estar
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associado a incorporacdo do PEO na cadeia de PAni, tornando-a mais flexivel.

Figura 39 — Micrografia MET de nanofibras de PAni no inicio de uma sintese convencional.

Fonte: Li; Huang; Kaner (2009)

Analisando a Figura 38 (c) e (d), relativas a PAni-PEO-NPAu, é possivel confirmar o que
ja foi visualizado com as micrografias MEV, ou seja, ocorreu a formacéo de particulas de PAni
de diferentes dimensdes, as quais estdo aglomeradas. Pela Figura 35 (d) verifica-se que a grande
maioria das particulas de PAni estdo na escala nanométrica. Estas imagens também mostram
particulas maiores e mais escuras, as quais podem ser as particulas de Au, com

aproximadamente 68 nm. Para efetiva confirmacao, mais ensaios seriam necessarios.

5.1.5 Espectroscopia no UV-Visivel

Esta técnica de caracterizacdo é bastante utilizada para a PAni, ja que uma das principais
caracteristicas deste polimero é a mudanca de cor, de acordo com seu estado de oxidacéo e

protonacao.

Segundo a literatura (HAN et al., 2002; STEJSKAL, 1993; YU et al., 2006), a PAni no
estado condutor sal de esmeraldina deve possuir trés bandas de absorcdo, normalmente
observadas em 325-360 nm, 400-430 nm e 780-826 nm. Geralmente as duas primeiras bandas
se juntam formando uma banda Unica, com o maximo entre 380 e 420 nm. Esta banda extensa,
com formato de “ombro” (shoulder-like) é atribuida as transi¢des n-m dos anéis aromaticos do
polimero. Ja a banda em torno de 800 nm, a qual possui uma longa cauda, é atribuida aos
segmentos polarénicos, que é uma caracteristica do polimero protonado e condutor, na forma
sal esmeraldina (YU et al., 2006).

A Figura 40 mostra os espectros obtidos para os polimeros PAni-PEO e PAni-PEO-
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NPAu, em compara¢do com um espectro de PAni pura, sintetizada da mesma forma que a PAni-
PEO, porém sem a adicdo do PEO no meio de sintese. Analisando esta figura observa-se que
as duas bandas caracteristicas da PAni estdo presentes em ambos 0s compasitos, comprovando

a formacéo da PAni na sua forma dopada sal de esmeraldina.

Figura 40 — Espectroscopias no UV-Visivel das amostras de PAni, PAni-PEO e PAni-PEO-NPAU, diluidas 100
vezes em agua.
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Em relagdo as NPAu, a sua banda caracteristica localiza-se em uma faixa entre 500 e 600
nm, dependendo da dimensdo das nanoparticulas (HODAK; HENGLEIN; HARTLAND, 1999)
e € atribuida ao plasmon de superficie destes materiais. No entanto, esta banda nédo esta visivel
no espectro da PAni-PEO-NPAuU. Este fato, segundo Bogdanovi¢ et al. (2015), esta associado

com os seguintes fatores:

(i) A banda de plasmon das nanoparticulas de metais é sensivel ao ambiente ao seu
redor;

(if) A banda de plasmon fica sobreposta pela forte absorcdo da PAni na mesma regido e
devido a menor quantidade de NPAu em relacdo a PAni no nanocomposito;

(iif) H& uma menor oscilagéo das nanoparticulas em meio &cido.

A auséncia destes picos € bem comum em nanocompositos de PAni com NPAu e foi
observado também por Pillalamarri et al. (2005), Bogdanovi¢ et al. (2015), Gangopadhyay;
Chowdhury e De (2012) e Abdulla et al. (2015).
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5.1.6 Voltametria ciclica

Ao final das sinteses e purificacdes, a amostra de PAni-PEO foi aplicada sobre a
superficie de uma placa de platina (Pt) e a amostra de PAni-PEO-NPAu foi aplicada sobre a
area referente ao eletrodo de trabalho do eletrodo de carbono (EC). Ambos os eletrodos foram
secos em estufa a 60°C. Os ensaios de voltametria ciclica foram realizados em HCI 1 M,
conforme descrito na Secéo 4.3.6 deste trabalho. Os voltamogramas ciclicos da PAni-PEO e da

PANi-PEO-NPAuU estdo apresentados nas Figuras 41 e 42, respectivamente.

Figura 41 - Voltamograma ciclico da PAni-PEO e do eletrodo de Pt, em HCI 1 M. Potencial ciclado de -0,2 V a
+0,8 V, versus eletrodo de Ag/AgCI. Velocidade de varredura: 30 mV/s. As setas indicam a direcdo do ciclo.
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Figura 42 - Voltamograma ciclico da PAni-PEO-NPAuU e do eletrodo de carbono (EC), em HCI 1 M. Potencial
ciclado de -0,2 V a +0,8 V, versus eletrodo de Ag/AgCl. Velocidade de varredura: 30 mV/s. As setas indicam a
direcéo do ciclo.
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Comparando o voltamograma tipico da PAni em HCI 1 M, mostrado na Figura 12 (pagina
15) deste trabalho, com os obtidos para a PAni-PEO e para a PAni-PEO-NPAU, verifica-se a
formacdo dos dois pares de picos redox em ambos 0s compositos sintetizados, o que confirma

a eletroatividade e reversibilidade da PAnNi.

A diferenca nos valores de densidade de corrente observada entre os dois voltamogramas
(Figura 41 e 42) deve-se aos eletrodos utilizados, j& que para a PAni-PEO-NPAuU foi utilizado
um sistema miniaturizado, com o eletrodo de carbono e suas trilhas atuando como eletrodo de
trabalho, contra-eletrodo e eletrodo de referéncia. J& no caso da PAni-PEO utilizou-se um
eletrodo de Pt, em uma célula de 3 eletrodos. Outra causa para a diferenga nas densidades de
corrente deve-se a quantidade de polimero sobre o eletrodo, que para o sistema PAni-PEO é
maior em comparagao ao sistema PAni-PEO-NPAu, devido ao maior teor de ndo-volateis da
PAni-PEO.

No caso da PAni-PEO (Figura 41), os picos anodicos estdo em +0,172 V e +0,768 V e 0s
catddicos em +0,006 V e +0,679 V, sendo que o primeiro par de picos estd associado a
interconverséo entre os estados de oxidacao leucoesmeraldina (amarelo) e esmeraldina (verde),
e 0 segundo par de picos redox refere-se a interconversao entre os estados esmeraldina (verde)
e pernigranilina (violeta). O par de picos intermediario (+0,472 V e +0,410 V) esta associado a

uma pequena degradacdo da cadeia polimerica (MATTOSO, 1996). Observa-se também que o
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eletrodo de Pt, sem recobrimento polimérico, apresenta baixa atividade eletroquimica.

Para a PANni-PEO-NPAuU (Figura 42), os picos anodicos estdo localizados em +0,244 V e
+0,8 V e os catddicos em +0,090 V e +0,580 V. Da mesma forma que para a PAni-PEO, o
pequeno par de picos intermediario (+0,494 V e +0,451 V) corresponde a degradacgdo da cadeia
polimérica. Na Figura 41 observa-se também que o eletrodo de carbono (EC) sem recobrimento

polimérico apresenta baixa atividade eletroquimica.

Uma caracteristica interessante observada em ambos os voltamogramas das Figuras 41 e
42 é a grande separacao entre os dois picos anddicos, o que indica uma ampla faixa de potencial
onde a PAni se encontra dopada e no estado de oxidagdo esmeraldina (MAZEIKIENE;
NIAURA; MALINAUSKAS, 2003).

Por fim, é possivel afirmar que a adi¢do do PEO e a presenca de NPAu nao afetaram de

forma negativa a eletroatividade da PAni sintetizada na forma de compasitos.

5.2 Producdo e caracterizacéo dos biossensores

Para ambos o0s biossensores produzidos neste trabalho, primeiramente foram otimizados
0S seus parametros de construcdo, tais como o eletrdlito no qual os ensaios eletroquimicos
seriam conduzidos, guantidade de polimero a ser aplicada sobre o eletrodo, quantidade de
mediador redox no eletrolito e quantidade de enzima GOx a ser imobilizada no eletrodo. Para

isto, foi utilizada a técnica de voltametria ciclica.

Com os parametros otimizados, foi feito o ensaio de espectroscopia de impedancia
eletroquimica, a fim de avaliar os fendmenos que estdo ocorrendo na superficie do eletrodo.
Em seguida, através da técnica de cronoamperometria, foi definido o potencial 6timo para a

realizacdo dos demais ensaios de cronoamperometria para deteccdo de glicose e interferentes.

Por fim, foi definida a curva de calibracdo dos biossensores, sua equacao caracteristica,
limite de deteccdo e constante de Michaelis-Menten. Além disso, foi realizado um estudo da

estabilidade dos biossensores, a fim de avaliar a sua vida Util.

5.2.1 Biossensor Pt/PAni-PEO/GOx

5.2.1.1 Voltametria ciclica

Os ensaios de voltametria ciclica para otimizacdo dos parametros de producdo do
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biossensor de Pt/PAni-PEO/GOx foram realizados conforme apresentado na Tabela 4 da Secao
4.5.1 deste trabalho.

O primeiro estudo realizado foi em relacdo ao eletrolito no qual seriam conduzidos os
demais ensaios de caracterizacdo eletroquimica do biossensor. Foram avaliadas as solucGes de
tampao fosfato de s6dio com pH 6 ou pH 7, tendo em vista que sdo as mais utilizadas em ensaios
bioldgicos por apresentarem um ambiente adequado para as enzimas. Também, conforme
discutido na Secdo 3.2.1 deste trabalho, a glicose oxidase apresenta atividade bioldgica étima

emum intervalode pHde5a 7.

Para a producdo do biossensor de Pt/PAni-PEO/GOx a ser ensaiado nos diferentes
eletrdlitos foi aplicado, primeiramente, 50 uL da dispersdo de PAni-PEO sobre o eletrodo de
Pt. Este volume foi escolhido por ser suficiente para cobrir a area de 1,5 cm? do eletrodo de
trabalho, sem formar um filme muito fino e poroso ou entdo muito espesso e quebradi¢o. Apds
a secagem da PANi-PEO em estufa a 60°C, aplicou-se 20 pL de uma solugdo com 50 mg/mL
de GOx, o que resulta em 100 U/cm?. Esta concentracdo foi escolhida com base em outros
trabalhos, como o de Miao et al. (2015), que aplicou 56 U/cm?, Xu et al. (2014) que aplicou 31
U/cm? e Feng et al. (2015) que aplicou 129 U/cm? de GOXx sobre o eletrodo de trabalho. Apos
a aplicacédo, a camada de GOx foi seca em estufa a 30°C.

Nos eletrolitos ensaiados foi colocado 5 mM do mediador redox KsFe(CN)s, também
com base na concentracdo utilizada em outros trabalhos (ZHU et al., 2015; WU; YIN, 2011,
SONG et al., 2010). Os voltamogramas obtidos com os dois eletrélitos ensaiados podem ser

observados na Figura 43.
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Figura 43 - Voltamogramas ciclicos do biossensor de Pt/PAni-PEO/GOx em funcdo do pH do eletrdlito.
Eletrolitos: solucdo de tampao fosfato de sédio 0,1 M com pH 6 ou pH 7, contendo 5 mM de KsFe(CN)e.
Velocidade de varredura: 30 mV/s. As setas indicam o sentido da varredura.
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Analisando a Figura 43 verifica-se um perfil das curvas totalmente diferente daquele
obtido no ensaio em HCI 1 M (Figura 40). Isto acontece, pois a eletroatividade da PAni depende
fortemente do pH do eletrélito. Em meios neutros e alcalinos, a PAni perde sua eletroatividade
e 0 comportamento observado na Figura 40 tende a desaparecer (GOSPODINOVA,;
TERLEMEZYAN, 1998; MATTOSO, 1996). No entanto, mesmo com o maior valor de pH, o
voltamograma no eletrélito de tampdo fosfato de sodio 0,1 M com pH 7 apresentou um pico de
oxidacdo em +0,386 V e um pequeno pico de reducdo em +0,069 V, os quais estdo associados
ao processo redox do KsFe(CN)s (WOHLFAHRT et al., 2004). A diferenca na intensidade dos
picos indica que o processo ndo é totalmente reversivel e que o transporte de elétrons das
espécies redox é lento no eletrodo de trabalho. Ja o biossensor no eletrélito com pH 6 se mostrou
eletroativo, porém sem picos de oxidacéo e reducao. Desta forma, o eletrolito escolhido para os

subsequentes ensaios eletroquimicos foi o tampéo fosfato de sédio 0,1 M com pH 7.

O préximo parametro de producdo do biossensor a ser otimizado foi a quantidade de
PAnNi-PEO aplicada sobre o eletrodo. O volume de 50 pL mostrou-se adequado para cobrir a
area de 1,5 cm? do eletrodo de Pt. No entanto, um maior volume de polimero sobre o eletrodo
pode significar maior eletroatividade e propiciar maior imobilizacdo da enzima. Portanto, foram

testados mais dois volumes de PANi-PEO aplicados sobre o eletrodo de trabalho de Pt: 75 e 100

ML.
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Para a realizagdo deste ensaio, os diferentes volumes foram imobilizados sobre os
eletrodos de Pt e secos em estufa a 60°C. Em seguida, 20 pL da solucdo de GOx 50 mg/mL foi
aplicado nos eletrodos e seca em estufa a 30°C. Os voltamogramas ciclicos foram realizados
utilizando como eletrélito a solucéo de tampdo fosfato de sédio pH 7, com 5 mM de KzFe(CN).

Os resultados estéo apresentados na Figura 44.

Analisando a Figura 44 observa-se que os biossensores de Pt/PAni-PEO/GOx com 50 pL
e com 75 pL de PAni-PEO apresentaram o mesmo comportamento eletroquimico, com a
mesma intensidade de corrente nos picos anddico e catddico. J& o biossensor com 100 pL de
PAnNi-PEO apresentou menor intensidade dos picos de corrente, o que pode estar associado com
a maior espessura do filme resultante sobre o eletrodo. Uma maior espessura de filme, sem
aumento consideravel de porosidade e de area superficial efetiva, acaba aumentando a
resisténcia ao transporte de elétrons, dificultando a sua passagem até a superficie do eletrodo
(XU et al., 2013).

Figura 44 - Voltamogramas ciclicos do biossensor de Pt/PAni-PEO/GOx em fungdo do volume de PAni-PEO
aplicado sobre o eletrodo de trabalho. Eletrélito: solucdo de tampédo fosfato de s6dio 0,1 M com pH 7, contendo 5
mM de KsFe(CN)s. Velocidade de varredura: 30 mV/s. As setas indicam o sentido da varredura.
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A partir destes resultados, foi definido o volume de 50 pL de PAni-PEO a ser aplicado
sobre o eletrodo de trabalho de Pt para os demais ensaios eletroquimicos, ja que apresentou

eletroatividade semelhante ao biossensor com 75 pL e com menor volume de polimero.
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Outro fator avaliado foi a quantidade de mediador redox KsFe(CN)s presente no eletrolito.
Como ja mencionado na Secdo 3.3.1 deste trabalho, os biossensores comerciais de glicose
utilizam mediadores redox, sendo o KsFe(CN)s 0 mais comum. Portanto, foi decidido utilizar
este componente nos biossensores produzidos neste trabalho, com o intuito de auxiliar no

processo de deteccdo da glicose.

Em ensaios preliminares, 0 KsFe(CN)s foi aplicado sobre a superficie do eletrodo, antes
ou depois da camada de GOx. No entanto, ao mergulhar o eletrodo na célula eletroquimica para
realizar os ensaios, 0 KzFe(CN)s facilmente se desprendia do eletrodo, por ser muito solvel no
eletrolito. Por isso optou-se por utilizd-lo em solucdo no eletrdlito e, futuramente, caso o
biossensor venha a ser produzido, o mediador pode ser aplicado diretamente sobre a sua

superficie.

Foram testadas as concentracdes de 1, 5 e 10 mM de mediador KsFe(CN)s no eletrolito
de tampdo fosfato de s6dio 0,1 M pH 7, com base em outras pesquisas consultadas (ZHU et al.,
2015; WU; YIN, 2011; SONG et al., 2010).

Os biossensores de Pt/PAni-PEO/GOx utilizados nestes ensaios foram produzidos com
50 pL de PANIi-PEO aplicados sobre o eletrodo, seguido da aplicacdo de 20 pL de GOx 50
mg/mL. O eletrolito utilizado foi o tampéo fosfato de sodio 0,1 M pH 7, contendo 1, 5 ou 10

mM de KsFe(CN)s. Os voltamogramas obtidos encontram-se na Figura 45.
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Figura 45 - Voltamogramas ciclicos do biossensor de Pt/PAni-PEO/GOx em fungdo da concentracdo de mediador
redox KsFe(CN)g no eletrolito. Eletrolito: solugdo de tampédo fosfato de sddio 0,1 M com pH 7, contendo 1, 5 ou
10 mM de KsFe(CN)s. Velocidade de varredura: 30 mV/s. As setas indicam o sentido da varredura.
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Analisando a Figura 45 observa-se um comportamento eletroquimico bastante
semelhante entre os biossensores ensaiados nos eletrélitos contendo 5 ou 10 mM de KzFe(CN)e.
Ja o biossensor ensaiado no eletrélito contendo apenas 1 mM do mediador redox, apresentou

uma menor atividade eletroquimica, com menores picos de corrente anddico e catodico.

Como h& pouca diferenca de eletroatividade entre as concentracdes de 5 e 10 mM de
KsFe(CN)e presentes no eletrélito, optou-se por utilizar a menor concentracdo, e os demais

ensaios eletroquimicos foram conduzidos com 5 mM de KzFe(CN)e no eletrolito.

Por fim, o ultimo parametro avaliado para otimizacdo da producdo do biossensor de
Pt/PAni-PEO/GOx foi a concentracdo da solucdo de GOx aplicada sobre a camada de PAni-
PEO. Como explicado no inicio desta Secdo, os primeiros ensaios foram conduzidos com uma
concentracdo de enzima de 50 mg/mL, com base na quantidade utilizada em outros trabalhos

publicados. Ainda foram testadas as concentragdes de 5, 25 e 75 mg/mL.

Os biossensores a serem testados foram produzidos com 50 pL de PAni-PEO aplicado no
eletrodo de Pt, sobre a qual, apds a secagem em estufa a 60°C, foi aplicado 20 pL das solucGes
de GOx com concentra¢des de 5, 25, 50 ou 75 mg/mL. Em seguida, 0s biossensores secaram
em estufa a 30°C. O eletrolito utilizado nos ensaios foi a solugdo de tampéo fosfato de sodio

pH 7 com 5 mM de KsFe(CN)s. Os voltamogramas obtidos estdo na Figura 46.
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Figura 46 - Voltamogramas ciclicos do biossensor de Pt/PAni-PEO/GOx em fungdo da concentracdo de GOx
aplicada no biossensor. Eletrolito: solugdo de tampéo fosfato de sodio 0,1 M com pH 7, contendo 5 mM de
KsFe(CN)s. Velocidade de varredura: 30 mV/s. As setas indicam o sentido da varredura.
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Na Figura 46 € possivel observar que a maior resposta eletroquimica foi obtida quando o
biossensor de Pt/PAni-PEO/GOx foi produzido com a aplica¢éo de 20 pL de GOx 50 mg/mL.
Da mesma forma que para o polimero, uma quantidade muito grande de enzima pode acabar
dificultando o transporte de elétrons até a superficie do eletrodo, tornando o sistema menos
eletroativo. O biossensor produzido com a aplicacdo de uma solucao de GOx 5 mg/mL também
apresentou uma boa eletroatividade, no entanto, como nos demais ensaios o biossensor sera
mergulhado na célula eletrolitica, havera dessorcdo da enzima. Entdo optou-se pela utilizagdo
de uma maior concentracao inicial de enzima, a fim de garantir o funcionamento do biossensor

nos ensaios posteriores.

Desta forma, os demais ensaios eletroquimicos foram conduzidos com o eletrodo

produzido a partir de uma solugdo de GOx com 50 mg/mL.

A partir dos ensaios preliminares de voltametria ciclica, os parametros de produgédo do

biossensores de Pt/PAni-PEO/GOXx foram determinados e estdo resumidos na Tabela 6.
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Tabela 6 — Parametros otimizados para a producdo do biossensor de Pt/PAni-PEO/GOX e para realizagdo dos
ensaios eletroquimicos.

Biossensor Pt/PANi-PEO/GOXx

Quantidade de PAni-PEO 50 pL

Quantidade de GOx 20 pL —50 mg/mL

Eletrdlito dos ensaios eletroquimicos Tampdo fosfato de sédio pH 7,0
Concentracdo de mediador KzFe(CN)e M

no eletrolito

Com o intuito de confirmar previamente aos ensaios de cronoamperometria se havera
deteccdo de glicose pelo biossensor produzido, foram realizados ensaios de voltametria ciclica
da Pt/PAni-PEO e da Pt/PANi-PEO/GOXx na auséncia e na presenca de 1 mM de glicose,
conforme também realizado por Feng et al. (2015). Os voltamogramas obtidos estdo na Figura

47.

Figura 47 — Voltamogramas ciclicos da (a) Pt/PAni-PEO e (b) Pt/PAni-PEO/GOXx na auséncia e na presenga
de 1 mM de glicose no eletrolito. Eletrdlito: solucdo de tampéo fosfato de sédio 0,1 M com pH 7, contendo 5 mM
de KsFe(CN)g. Velocidade de varredura: 30 mV/s. As setas indicam o sentido da varredura.
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Analisando a Figura 47 (a) observa-se que no caso da Pt/PAni-PEO héa pouca diferenca
na eletroatividade do polimero quando a glicose esta presente no eletrolito, sendo que apenas o
pico de reducdo fica menos intenso. J& no caso da Pt/PAni-PEO/GOx (Figura 47 (b)) hd uma
maior intensidade no pico de oxidacgéo e no de reducdo quando ha presenca de 1 mM de glicose

no meio. Isto indica que a PAni por si s6 ndo apresenta efeito catalitico sobre a glicose, e sim
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que a enzima GOXx é que tem papel fundamental na deteccdo deste analito (FENG et al., 2015).

Para verificar como ocorre 0 processo de transferéncia de elétrons e se 0 mesmo é
limitado pela difusdo de massa do analito para a superficie do eletrodo ou por transferéncia de
elétrons na propria superficie do eletrodo, o biossensor de Pt/PAni-PEO/GOx foi testado em
diferentes velocidades de varredura e o resultado esta na Figura 48 e na Figura 49, a qual

apresenta a relagdo entre as correntes dos picos redox e as velocidades de varredura.

Figura 48 — Voltametrias ciclicas do biossensor de Pt/PAni-PEO/GOx em velocidades de varredura variando de
30 a 150 mV/s. Eletrélito: solucdo de tampdo fosfato salino 0,1 M pH 7, contendo 5 mM de KsFe(CN)s. As setas
indicam o sentido das varreduras.
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Analisando a Figura 48 percebe-se que had um deslocamento nos potenciais dos picos
anodicos e catodicos conforme aumenta-se a velocidade de varredura. Esse deslocamento é
caracteristico de sistemas quase reversiveis, onde os dois processos de transferéncia de carga
ocorrem simultaneamente (INZELT, 2008). Além disso, ndo se percebe uma boa relacéo linear
entre as correntes de pico e as velocidades de varredura, ou entre as correntes de pico e a raiz
quadrada das velocidades, como ilustrado na Figura 49. Desta forma, ndo é possivel afirmar
gue somente um dos dois processos (difusdo ou transferéncia de elétrons) limita o processo de

geracdo da corrente elétrica.
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Figura 49 - Relacdo entre as correntes dos picos anddicos e catodicos com (a) velocidades de varredura e (b) raiz
quadrada da velocidade de varredura, com suas respectivas linhas de tendéncia e equagdes caracteristicas.
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5.2.1.2 Espectroscopia de impedancia eletroquimica

A espectroscopia de impedancia eletroquimica foi outra técnica utilizada para
compreender os fendmenos que ocorrem na superficie do eletrodo. O ensaio foi realizado para
0 polimero e para o biossensor, ou seja, o polimero com a camada de GOXx aplicada em sua

superficie. Os diagramas de Nyquist obtidos podem ser visualizados na Figura 50.

Os diagramas de Nyquist apresentados na Figura 50 possuem duas regifes distintas: um
semicirculo e uma reta. Segundo Lee et al. (2010), o semicirculo na regido de alta frequéncia
corresponde aos processos de transferéncia de elétrons, enquanto que a regido linear em baixas
frequéncias representa os processos de difusdo. Além disso, o diametro do semicirculo é igual
a resisténcia a transferéncia de carga do processo, 0 que determina as caracteristicas da interface

do eletrodo.

Analisando a Figura 50 percebe-se que a resisténcia a transferéncia de cargas para a
Pt/PAni-PEO ¢é de apenas 9 Q, enquanto que para a Pt/PAni-PEO/GOX esta resisténcia € de 105
Q. Este resultado estd de acordo com o encontrado por outros autores (FENG et al., 2015;
SHAN et al., 2008) e indica que houve uma efetiva imobilizacdo da GOx sobre e entre a
estrutura do polimero. A GOx é uma macromolécula com um alto valor de resisténcia elétrica,
0 que gera um obstaculo tanto no processo de transferéncia de elétrons (aumento do
semicirculo), quanto no processo de difusdo (diminuicdo da inclinacdo da reta na regido linear
do diagrama de Nyquist) (TANG; LI; ZENG, 2015).
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Figura 50 — Diagrama de Nyquist da PAni-PEO aplicada sobre o eletrodo de Pt (Pt/PAni-PEO) e do biossensor de
Pt/PANI-PEO/GOX. A insercao representa um detalhe da regido de alta frequéncia. Eletrdlito: solucdo de tampao
fosfato salino 0,1 M pH 7, contendo 5 mM de KsFe(CN)e.
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5.2.1.3 Cronoamperometrias

Apos a otimizacgdo dos parametros de producdo do biossensor e sua prévia caracterizacao,

foram realizados os ensaios de cronoamperometria para efetiva deteccdo da glicose.

Segundo Feng et al. (2015), o potencial aplicado e o pH do eletrdlito nos ensaios de
cronoamperometria sdo dois fatores importantes e que tem influéncia na resposta de corrente
do biossensor produzido, sendo que o pH do eletrdlito ja foi definido previamente nos ensaios
de voltametria ciclica. J& o potencial a ser aplicado est&4 diretamente relacionado com 0s
potenciais de oxidacdo e reducdo do sistema, havendo variacdo em relacdo aos picos maximos

devido a natureza estatica da polarizacédo aplicada (WISITSORAAT et al., 2013).

Para definir o potencial 6timo dos ensaios de cronoamperometria foram consideradas as
Equacbes 12 e 13 (Xu et al.; 2005) como sendo um possivel mecanismo de deteccdo da glicose
utilizando o KsFe(CN)s como mediador e a PAni-PEO atuando somente como matriz de

imobilizacdo da GOx e facilitadora na transferéncia de elétrons. Na Equacao 12, a glicose é
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oxidada a acido gluconico, pela GOx, e o ion ferricianeto recebe os dois elétrons resultantes
desta reacdo e se reduz para ion ferrocianeto. Por fim, os ions ferrocianeto sdo oxidados a
ferricianeto pelo eletrodo anddico, ou seja, atraveés da aplicacdo do potencial de oxidacdo do
sistema, liberando dois elétrons (Equacdo 13). Considerando este mecanismo, o potencial 6timo
para a deteccdo de glicose deve ser um potencial de oxidacéo.

GOx
Glicose + 2K3Fe(CN)g + HoO =m——=p 3ci 0 gluconico + 2K4Fe(CN)s [12]

Eletrodo anddico
2K4Fe(CN)e > 2K3Fe(CN)e + 2e [13]

Analisando a Figura 47 (b) (pagina 73), que mostra uma voltametria ciclica do biossensor
em presenca de 1 mM de glicose, é possivel observar que ha um grande aumento na intensidade
da corrente anddica no intervalo de potencial de +0,2 V a +0,4 V, indicando uma boa faixa de

potenciais de oxidacao para a detecgdo da glicose.

Desta forma, foram realizadas cronoamperometrias com o biossensor de Pt/PAni-PEO-
GOx nos potenciais de +0,2 V, +0,3 V e +0,4 V, com a adi¢do de 0,5 mM de glicose a cada 60
s, a fim de identificar em qual potencial o biossensor apresentaria a melhor resposta de deteccao

do analito.

As cronoamperometrias estdo apresentadas na Figura 51, onde observa-se que ao realizar
o0 ensaio aplicando o potencial de +0,3 V, a corrente elétrica decai constantemente a cada adigdo
de glicose, sem apresentar um patamar de estabilizacdo. No caso do ensaio com aplicacdo de
+0,4 V, a corrente permanece praticamente constante a cada adi¢éo de glicose, com um pequeno
incremento, o que significa que o sistema ndo tem grande sensibilidade para a detecgédo de
glicose neste potencial. Ja quando o ensaio foi realizado sob a aplicacdo de +0,2 V, observa-se
um pico e a estabilizacdo da corrente ap0ds a adicdo das aliquotas de glicose. Este incremento
de corrente entre as adi¢des esta relacionado com a deteccdo de glicose. Portanto, este foi o

potencial escolhido para realizar os demais ensaios de cronoamperometria.
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Figura 51 — Cronoamperometrias do biossensor de Pt/PAni-PEO/GOx para a escolha do potencial de deteccdo da
glicose. Eletrolito: solugdo de tampéo fosfato salino 0,1 M pH 7, contendo 5 mM de KsFe(CN)s. A seta indica a

primeira adicéo de 0,5 mM de glicose.
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Com a definicdo do potencial a ser aplicado nos ensaios de cronoamperometria, 0s
mesmos foram realizados com 10 biossensores diferentes, com adic¢des de glicose equivalentes
a 1 mM a cada 30 segundos. A Figura 52 mostra uma destas curvas de cronoamperometria onde
se percebe que cada adicdo de glicose resulta na formacdo de um pico de corrente e de um
patamar de estabilizacdo, o que confirma que estd havendo a detecgdo da glicose catalisada pela
GOx, com o auxilio do mediador KsFe(CN)e e da PANi-PEO.

A partir da curva da Figura 52 e dos demais biossensores testados, foi possivel construir
a curva caracteristica ou curva de calibracdo de deteccao de glicose do biossensor de Pt/PAni-
PEO/GOx, a qual relaciona a concentragdo de glicose com a densidade de corrente de
estabilizacdo ap6s cada adi¢do do analito. A curva de calibracdo e a respectiva equacéo da reta

podem ser visualizadas na Figura 53.
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Figura 52 — Cronoamperometria para deteccdo de glicose, com adigdes sucessivas de glicose 1 mM a cada 30 s.
Eletrolito: solucdo de tampéo fosfato salino 0,1 M pH 7, contendo 5 mM de KsFe(CN)e. Potencial aplicado: +0,2
V.
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Figura 53 — Curva de calibracdo do biossensor de Pt/PAni-PEO/GOx para a detec¢do de glicose, com sua
respectiva equacdo caracteristica.
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Analisando a Figura 53, verifica-se uma relacdo linear entre a densidade de corrente e a
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concentragéo de glicose na faixa de 1 a 10 mM (R? = 0,990), com tempo de resposta de 10 s. A
partir de 10 mM, a relacdo comeca a se afastar da linearidade em mais de 5% e, além disso,
comeca a aumentar o desvio padrdo entre as medidas, o que diminui a confiabilidade e
sensibilidade do sensor (SKOOG et al., 2006).

A concentragéo de glicose no sangue de uma pessoa que ndo tem diabetes se encontra na
faixa de 70 a 120 mg/dL, o que equivale a 4 a 8 mM. Ja os diabéticos, apresentam uma faixa
bem mais ampla, de 30 a 500 mg/dL ou 2 a 30 mM (HELLER; FELDMAN, 2008). Desta forma,
0 biossensor produzido poderia ser utilizado apenas por pessoas saudaveis, o que limita a sua

aplicacgéo.

A sensibilidade, obtida da inclinagdo da reta de calibracéo, foi determinada como sendo
de 16,04 pA mM™ cm e o limite de deteccdo (LOD), calculado considerando uma relagéo
sinal/ruido de 3, foi determinado como 0,82 mM. Ja a constante de Michaelis-Menten (Km) foi
calculada como 18,14 mM. Conforme ja discutido na Secdo 3.3.2, ha divergéncias quanto ao
valor de Kn, sendo que a maioria dos autores afirma que quanto menor este valor, maior a
afinidade da enzima pelo substrato (GVOZDENOVIC et al., 2011). Ja Shan et al. (2008)
também encontraram um valor de Ki, de 18 mM, o qual segundo os autores é um valor préximo
ao Km da enzima GOx livre (12,4 mM), indicando que ndo ha desnaturacdo da mesma no

processo de imobilizagao.

Ainda, pela equacdo da reta de calibragdo apresentada na Figura 53 é possivel determinar
a equacao caracteristica do biossensor. Para isso, basta considerar, na equacéo da reta, a variavel

y” como sendo a densidade de corrente J (WA/cm?) e a variavel “x” como sendo a concentragio

de glicose C (mM), e rearranjar a equa¢do em funcdo da incdgnita C, obtendo a Equacdo 14:

_ J-1885
T 16,04

[14]

Outro parametro a ser analisado no biossensor de Pt/PAni-PEO/GOx € a sua
especificidade ou seletividade a presenca de interferentes. Para isto, foi realizado um ensaio de
cronoamperometria onde os interferentes acido drico (A.U.) e acido ascorbico (A.A.) foram
adicionados, na concentracdo de 0,2 mM, ja que esta é uma concentracao fisiolégica normal no
sangue humano, podendo ser até inferior a este valor (CHOWDHURY; GANGOPADHYAY;
DE, 2014). Ja a glicose (Gli) foi adicionada na concentragdo de 1 mM. O resultado esta
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apresentado na Figura 54.

Figura 54 — Cronoamperometria do biossensor de Pt/PAni-PEO/GOXx para a deteccéo dos interferentes acido Urico
(A.U.) e acido ascérbico (A.A.), ambos com concentracdo de 0,2 mM e de glicose (Gli) 1 mM. Eletrélito: solucéo
de tampéo fosfato salino 0,1 M pH 7, contendo 5 mM de KsFe(CN)s. Potencial aplicado: +0,2 V.
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Na Figura 54 observa-se que, ao adicionar 1 mM de glicose no eletrélito, ocorre a
formacdo de um patamar de corrente. J& na adicao do &cido Urico até se forma um pico, mas em
seguida h& o decréscimo da densidade de corrente, sem estabilizacdo. O mesmo ocorre para a
adicdo de acido ascorbico, onde ndo ha formacdo de patamar de corrente. No entanto, nao €
possivel afirmar que o biossensor de Pt/PAni-PEO/GOx apresenta seletividade, ja que verifica-

se uma perturbacdo no sistema devido a presenca dos interferentes.

Por fim, foi determinado o tempo de vida Gtil ou estabilidade do biossensor de Pt/PAni-
PEO/GOXx. Este ensaio foi descrito na Secao 4.5.3 deste trabalho e consistiu na comparagédo da
resposta de corrente para uma medida de 2 mM de glicose no primeiro dia de producéo do
biossensor, ap6s 15 dias e apds 30 dias de produc¢do. O resultado pode ser visualizado na Figura

55.
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Figura 55 — Estabilidade do biossensor de Pt/PAni-PEO/GOXx ap0s armazenamento por 4 semanas.
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Analisando a Figura 55 é possivel observar que ocorre um decréscimo significativo no
valor da densidade de corrente medida entre o primeiro e o trigésimo dia. Ap6s 15 dias de
armazenamento na geladeira, a aproximadamente 4°C, a resposta de corrente atingiu 83,4% da
resposta original. Apos 30 dias, foi atingido apenas 38% da corrente medida no primeiro dia de
producéo do biossensor. Tang, Li e Zeng (2015) também produziram um biossensor de glicose
e encontraram 81,7% da resposta de corrente ap6s 30 dias de armazenamento, enquanto Miao

et al. (2015) encontraram 89,9% da resposta original de corrente em um periodo de 15 dias.

A principal razdo para esta queda no valor da resposta amperométrica deve-se a
desnaturacdo da GOXx, a qual nédo esta devidamente ligada a superficie do eletrodo, mas somente
adsorvida. De acordo com Sassolas, Blum e Leca-Bouvier (2012), apesar do método de
imobilizacdo enzimatica por adsor¢do causar pouca ou nenhuma inativagdo da enzima, este
método se baseia em liga¢es fracas, sendo que a enzima fica fracamente adsorvida no eletrodo,

0 que resulta em facil dessorcédo e baixa habilidade de armazenamento.

Além da perda da GOx, pode ter ocorrido também o envelhecimento da PAni, resultando
em perda de estabilidade quimica e eletroquimica, e consequentemente, em menor

condutividade elétrica, como ja discutido na Se¢édo 3.3.3 deste trabalho (LAI et al., 2016).

Considerando estes resultados € possivel afirmar que foi produzido um biossensor de
Pt/PAni-PEO/GOx capaz de detectar a glicose na faixa de 1 a 10 mM (18 a 180 mg/dL), com o
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auxilio do mediador KzFe(CN)s e da PANi-PEO, como matriz de imobilizacdo da enzima GOx.
No entanto, mais esforcos devem ser realizados com o intuito de aumentar a faixa de detec¢édo

e melhorar a ligacdo da enzima a superficie do eletrodo.

5.2.2 Biossensor EC/PANi-PEO-NPAuU/GOx

5.2.2.1 Voltametria ciclica

Os ensaios de voltametria ciclica para otimizacdo dos parametros de producdo do
biossensor de EC/PAnNi-PEO-NPAuU/GOx foram realizados conforme apresentado na Tabela 5
da Secéo 4.5.1 deste trabalho. Assim como para o biossensor de Pt/PAni-PEO/GOX, o primeiro
ensaio realizado foi para determinar o eletrdlito mais adequado para realizar os demais ensaios
eletroquimicos. Para isso, foram testadas solu¢cbes de tampéo fosfato de sédio 0,1 M com pH 6
e.

Para a producéo dos biossensores de EC/PANI-PEO-NPAU/GOx a serem ensaiados nos
diferentes eletrdlitos foi aplicado, primeiramente, 7 pL da dispersdo de PAni-PEO-NPAuU sobre
a area de trabalho do eletrodo de carbono. Este volume foi escolhido por ser suficiente para
cobrir a area do eletrodo de trabalho. Apds a secagem da PAni-PEO-NPAu em estufa a 60°C,
aplicou-se 7 pL de uma solucdo de GOx com concentragdo de 25 mg/mL, o que resulta em 50
U/cm?2. Da mesma forma que para o biossensor de Pt/PAni-PEO/GOX, esta concentragio foi
baseada no estudo de outros trabalhos (FENG et al., 2015; MIAO et al., 2015; XU et al., 2014).

Nos eletrdlitos ensaiados foi colocado 5 mM do mediador redox KsFe(CN)s, também com
base na concentracao utilizada em outros trabalhos (ZHU et al., 2015; WU; YIN, 2011; SONG
etal., 2010). Os voltamogramas obtidos com os dois eletrdlitos ensaiados podem ser observados
na Figura 56.

Analisando a Figura 56 verifica-se que, em ambos os eletrélitos, o biossensor de
EC/PANi-PEO-NPAuU/GOXx apresenta eletroatividade, com a formacéo de um par de picos de
oxidacéo e reducdo. No entanto, ao realizar o ensaio no eletrélito de solucdo tampéo fosfato de
sodio 0,1 M com pH 6, os picos de oxidacéao e reducao apresentam maior densidade de corrente,
indicando maior eletroatividade neste eletrolito. Desta forma, este foi o eletrélito escolhido para

realizacdo dos demais ensaios eletroquimicos subsequentes.
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Figura 56 - Voltamogramas ciclicos do biossensor de EC/PAni-PEO-AuNP/GOx em fungéo do pH do eletrdlito.
Eletrolitos: solucdo de tampao fosfato de sddio 0,1 M com pH 6 ou pH 7, contendo 5 mM de KsFe(CN)e.
Velocidade de varredura: 30 mV/s. As setas indicam o sentido da varredura.
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Apos a determinacdo do eletrolito, foi verificada a quantidade 6tima de polimero PAnNi-
PEO/NPAu a ser aplicada sobre o eletrodo de forma a resultar em um maximo sinal de atividade
eletroquimica. Para este ensaio, foram preparados eletrodos de carbono contendo 5, 7 e 9 pL
de PANi-PEO/NPAuU, os quais foram secos em estufa a 60°C. Apds a secagem, foi aplicado 7
uL de uma solucdo de GOx com concentracdo de 25 mg/mL, seguido de secagem do eletrodo
a 30°C. Os ensaios de voltametria ciclica foram realizados no eletrélito de tampéo fosfato de

sodio 0,1 M com pH 6, contendo 5 mM de mediador redox KsFe(CN)e.

Os resultados deste ensaio podem ser visualizados na Figura 56, na qual observa-se que,
qguando aplicado somente 5 pL de PAni-PEO/NPAu a densidade de corrente dos picos de
oxidacdo e reducdo é menor, em comparagao aos biossensores com 7 e 9 pL de polimero. Da
mesma forma que ocorreu com o biossensor de Pt/PAni-PEO/GOX, ao aumentar a quantidade
de polimero depositada sobre o eletrodo de trabalho de 7 para 9 pL, ocorreu um decréscimo da
densidade de corrente nos picos redox, a qual pode estar associada com a maior espessura do
filme sobre a area de trabalho, o que dificulta a transferéncia de elétrons do meio para a
superficie do eletrodo (XU et al., 2013). Desta forma, a quantidade de polimero escolhida para

ser aplicada sobre o eletrodo de trabalho nos ensaios seguintes é de 7 L.
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Figura 57 - Voltamogramas ciclicos do biossensor de EC/PAnNi-PEO-NPAuU/GOx em fungdo do volume de PAni-
PEO-NPAu aplicado sobre o eletrodo de trabalho. Eletrdlito: solucdo tampédo fosfato de sodio 0,1 M com pH 6,
contendo 5 mM de KsFe(CN)g. Velocidade de varredura: 30 mV/s. As setas indicam o sentido da varredura.
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Na sequéncia dos ensaios de voltametria ciclica para a otimizacdo dos parametros de
construgédo do biossensor de EC/PANi-PEO-NPAuU/GOX, foi avaliada a quantidade de mediador
redox a ser adicionada ao eletrolito, nos ensaios eletroquimicos. Assim como para o biossensor
de Pt/PAni-PEO/GOXx, o mediador redox foi utilizado em solugdo, junto com o eletrélito, ja que
quando aplicado sobre a superficie do eletrodo ocorria a sua dessor¢ao, prejudicando a resposta
dos ensaios eletroquimicos. Foram testadas as concentracdes de 1, 5 e 10 mM de KszFe(CN)s

como mediador redox solubilizado na solugdo de tampao fosfato de sodio 0,1 M com pH 6.

Para estes ensaios, os eletrodos foram produzidos com 7 pL de PAni-PEO-NPAu aplicado
sobre a area do eletrodo de trabalho, seguido de secagem a 60°C. Apds, 7 pL de uma solucao
de GOx com concentracdo de 25 mg/mL foi aplicada sobre a camada de polimero ja seca e

levada para secar em estufa a 30°C.

A Figura 58 apresenta os resultados deste ensaio. Pode-se observar que, conforme
aumenta a quantidade de mediador redox no eletrdlito, maior a atividade eletroquimica do
sistema, pois maior a densidade de corrente dos picos de oxidacao e de reducdo. Desta forma,

ao utilizar 10 mM de KsFe(CN)s no eletrdlito, proporciona-se uma melhor resposta
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eletroquimica do biossensor, e por este motivo esta foi a concentracdo escolhida para ser
utilizada nos ensaios eletroquimicos seguintes.
Figura 58 - Voltamogramas ciclicos do biossensor de EC/PAni-PEO-NPAuU/GOx em fungdo da concentracdo de

mediador redox KsFe(CN)g no eletrdlito. Eletrolito: solugdo tampéo fosfato de soédio 0,1 M com pH 6, contendo 1,
5 ou 10 mM de KsFe(CN)s. Velocidade de varredura: 30 mV/s. As setas indicam o sentido da varredura.
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Por fim, foi determinada a quantidade de enzima a ser imobilizada no biossensor de
EC/PANi-PEO-NPAuU. Nos ensaios anteriores foi aplicado 7 pL de uma solucdo de GOx com
concentracdo de 25 mg/mL. Para este ensaio, esta concentracéo foi variada em 5, 25, 50 e 75

mg/mL, o que resultaria em 10, 50, 100 e 150 U/cm?.

Os eletrodos a serem ensaiados foram produzidos com a aplicacédo de 7 uL de PAni-PEO-
NPAu, seguido de secagem em estufa a 60°C. Apds, foi aplicado 7 uL das diferentes solucdes
de GOx, seguido de secagem em estufa a 30°C. O eletrolito dos ensaios foi a solucdo de tampéo
de fosfato de sédio pH 6, contendo 10 mM de KzFe(CN)s. Os voltamogramas resultantes podem

ser observados na Figura 59.
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Figura 59 - Voltamogramas ciclicos do biossensor de EC/PAni-PEO-NPAuU/GOx em funcdo da concentracdo de
GOx aplicada no biossensor. Eletrélito: solugdo tampdo fosfato de sodio 0,1 M com pH 6, contendo 10 mM de
KsFe(CN)s. Velocidade de varredura: 30 mV/s. As setas indicam o sentido da varredura.
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Analisando a Figura 59 observa-se que 0s voltamogramas apresentam o mesmo perfil,
com um leve deslocamento do pico de reducdo para potenciais menores, conforme altera-se a
quantidade de enzima sobre o eletrodo. Apesar das diferencas na quantidade de enzima, a
densidade de corrente dos picos ndo muda significativamente, sendo que as concentracdes de
25, 50 e 75 mg/mL resultam aproximadamente na mesma densidade de corrente do pico
anodico. Este fato esta relacionado com a camada de enzima depositada sobre o eletrodo, a qual
é isolante. Portanto, uma maior quantidade de enzima néo significa necessariamente maior
eficiéncia do biossensor na detecgéo e transporte de corrente do meio para o eletrodo, pois a
camada muito espessa de GOx acaba prejudicando este transporte. Desta forma, para os demais
ensaios eletroquimicos foi escolhida a concentracdo de 25 mg/mL para a solucdo de GOXx a ser

aplicada sobre o eletrodo de trabalho.

A partir destes ensaios preliminares de voltametria ciclica foi possivel determinar os
parametros de producdo do biossensores de EC/PANi-PEO-NPAuU/GOX, 0s quais estdo

resumidos na Tabela 7.
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Tabela 7 - Pardmetros otimizados para a producéo do biossensor de EC/PAniI-PEO-NPAU/GOX e para realizagdo
dos ensaios eletroquimicos.

Biossensor EC/PANi-PEO-NPAuU/GOx

Quantidade de PAni-PEO 7 UL
Quantidade de GOx 7 puL — 25 mg/mL
Eletrdlito dos ensaios eletroquimicos Tampdo fosfato de s6dio pH 6
Concentragdo de mediador KsFe(CN)e
. 10 mM
no eletrolito

Com o biossensor de EC/PANi-PEO-NPAu/GOXx ja produzido, foram realizados ensaios
de voltametria ciclica a fim de verificar se o polimero por si s6 ou se 0 polimero com a enzima
(biossensor), tem algum efeito catalitico sobre a glicose. Para isso, 0s ensaios de voltametria
ciclica foram realizados com o eletrodo contendo apenas o polimero (EC/PAni-PEO-NPAU) e
com o biossensor (EC/PANi-PEO-NPAuU/GOX), na auséncia e na presenca de 1 mM de glicose

no eletrolito. Os resultados podem ser observados na Figura 60.

Figura 60 - Voltamogramas ciclicos da (a) EC/PAni-PEO-NPAu e (b) EC/PANi-PEO-NPAU/GOX na auséncia e
na presenca de 1 mM de glicose no eletrolito. Eletrolito: solugdo tampéo fosfato de sédio 0,1 M com pH 6,
contendo 10 mM de KsFe(CN)s. Velocidade de varredura: 30 mV/s. As setas indicam o sentido da varredura.
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Analisando a Figura 60 (a) observa-se que a atividade eletroquimica do EC/PAni-PEO-
NPAu se mantém a mesma na presenca ou na auséncia de 1 mM de glicose no eletrdlito, o que
significa que o polimero sozinho ndo ¢ influenciado pela presenca de glicose e ndo participa da
sua deteccdo (FENG et al., 2015). Ao contrério, quando ha a presenca de GOx no eletrodo

(Figura 60 (b)) observa-se que o perfil do voltamograma se modifica, sendo que a intensidade
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das correntes de oxidacdo aumenta significativamente, confirmando que com a presenca de

GOx ocorre a deteccao de glicose, através da sua oxidacéo.

Assim como foi realizado para o biossensor de Pt/PAni-PEO/GOX, para o biossensor de
EC/PANi-PEO-NPAu/GOx também foi estudado o processo de transferéncia de elétrons e se o
mesmo € limitado pela difusdo de massa do analito para a superficie do eletrodo ou por
transferéncia de elétrons na prépria superficie do eletrodo. Para isso, o biossensor foi submetido
a ensaios de voltametria ciclica em diferentes velocidades de varredura. O resultado esta na

Figura 61.

Figura 61 - Voltametrias ciclicas do biossensor de EC/PAni-PEO-NPAuU/GOx em velocidades de varredura
variando de 30 a 150 mV/s. Eletrolito: solugdo de tampéo fosfato salino 0,1 M com pH 6, contendo 10 mM de
KsFe(CN)s. As setas indicam o sentido das varreduras. A insercao representa a relagao entre as correntes dos picos
anddicos (Ipa) e catddicos (Ipc) com as velocidades de varredura, além das suas respectivas linhas de tendéncia e
equacdes caracteristicas.
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Na Figura 61 observa-se que com o aumento da velocidade de varredura ha um aumento

também na corrente dos picos anodico e catodico, com um leve deslocamento para potenciais
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positivos, no caso do pico anddico, e potenciais mais negativos no caso do pico catddico. Na
insercdo da Figura 61 verifica-se uma relacdo linear entre estas correntes e a velocidade de
varredura, com um bom coeficiente de correlacdo. Conforme discutido na Secéo 3.1.3.1 deste
trabalho, uma dependéncia linear da corrente de pico com a velocidade de varredura mostra que
0 processo nao € limitado pela difusdo, mas sim pela transferéncia de elétrons, inferindo

também que o polimero esta bem aderido a superficie do eletrodo (CASADO et al., 2016).

5.2.2.2 Espectroscopia de impedancia eletroquimica

A fim de compreender ainda mais os fenbmenos que ocorrem na superficie do eletrodo,
foi realizado o ensaio de espectroscopia de impedancia eletroquimica. Foram ensaiados 0s
eletrodos contendo apenas o polimero e eletrodos contendo o polimero e a enzima GOX,
constituindo o biossensor produzido seguindo os parametros otimizados pelos ensaios de
voltametria ciclica, apresentados na Tabela 7. Os diagramas de Nyquist podem ser visualizados

na Figura 62.

Figura 62 - Diagrama de Nyquist da PAni-PEO-NPAu aplicada sobre o eletrodo de carbono (EC/PAni-PEO-
NPAu) e do biossensor de EC/PAni-PEO-NPAuU/GOX. A insercao representa o grafico em outra escala. Eletrolito:
solucdo de tampéo fosfato salino 0,1 M pH 6, contendo 10 mM de KsFe(CN)e.
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Analisando a Figura 62 verifica-se que a resisténcia a transferéncia de cargas para o
eletrodo contendo apenas o polimero (EC/PAni-PEO-NPAu) ¢ de aproximadamente 2 Q,
enguanto que para o biossensor de EC/PANi-PEO-NPAu/GOx esta resisténcia ¢ de 4 Q. Como
ja discutido na Secdo 5.2.1.2, os semicirculos com menor didmetro indicam uma menor
resisténcia a transferéncia de cargas. Além disso, a inclinacdo da reta na regido de baixa

frequéncia fornece uma estimativa da resisténcia a difusdo no eletrélito (SK; YUE, 2014).

Portanto, o maior diametro do semicirculo e menor inclinacdo da reta na regido de baixas
frequéncias, confirma a imobilizacdo efetiva da GOx na superficie do eletrodo, ja que a enzima

tem carater isolante, agregando maior resisténcia elétrica ao sistema.

5.2.2.3 Cronoamperometria

Apobs a otimizacdo dos parametros de construcdo do biossensor de EC/PAni-PEO-
NPAuU/GOx e sua prévia caracterizagdo através dos ensaios de voltametria ciclica e de
espectroscopia de impedancia eletroquimica para verificar a efetiva imobilizacdo da enzima
GOx e seu efeito catalitico sobre a glicose, foram realizados os ensaios de cronoamperometria,

conforme explicado na Se¢édo 4.5.3 deste trabalho.

Como discutido previamente, 0 potencial em que 0s ensaios de cronoamperometria serdo
realizados € um parametro muito importante, ja que interfere na resposta de corrente obtida.
Segundo Wisitsoraat et al. (2013) este valor de potencial estd associado aos potenciais de

oxidacdo do sistema que esta sendo avaliado.

A partir deste principio foi analisado o voltamograma da Figura 60 (b), que refere-se ao
biossensor na presenca e auséncia de glicose, onde verifica-se que ha um aumento na densidade
de corrente de oxidacdo nos potenciais que variam de +0,1 V a +0,4 V. Desta forma, foram
realizados ensaios de cronoamperometria nestes potenciais, com o intuito de selecionar o

potencial que resultasse em uma melhor curva amperométrica.

Estes ensaios de cronoamperometria foram realizados com biossensores de EC/PAni-
PEO-NPAuU/GOx produzidos conforme os parametros apresentados na Tabela 7. O eletrélito
utilizado nos ensaios foi a solucdo de tampédo fosfato de sédio 0,1 M com pH 6, contendo 10
mM de KzFe(CN)s. Foram adicionadas aliquotas de glicose em uma concentragdo resultante de
0,5 mM, a cada 30 s. Os resultados podem ser visualizados na Figura 63.
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Figura 63 — (a) Cronoamperometrias do biossensor de EC/PAni-PEO-NPAuU/GOXx para a escolha do potencial de
deteccdo da glicose. A seta indica a primeira adi¢do de 0,5 mM de glicose, (b) Cronoamperometria do biossensor
de EC/PAni-PEO-NPAU/GOXx aplicando-se o potencial de +0,3 V. Eletrélito: solucéo de tampdo fosfato salino 0,1
M pH 6, contendo 10 mM de KzFe(CN)e.
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Na Figura 63 (a) é possivel observar que quando o ensaio de cronoamperometria foi
realizado aplicando-se um potencial de +0,1 V, hd um decréscimo no valor de corrente ap6s
cada adicdo de glicose, no entanto a corrente ndo se mantém estavel apos as adi¢des e ndo ha
uma relacdo entre a adi¢do de glicose e o sinal elétrico gerado. J& nos ensaios aplicando-se +0,2,
+0,3 e +0,4 V percebe-se um pequeno incremento e estabilizagdo da corrente apds as adigdes
de glicose, sendo que este incremento de corrente € maior quando aplica-se o potencial de +0,3
V (Figura 62 (b)). Desta forma, o potencial escolhido para realizar os demais ensaios de
cronoamperometria foi +0,3 V, ja que é possivel estabelecer uma relacdo entre a adicdo de
glicose e o acréscimo de corrente, indicando maior sensibilidade do biossensor a deteccéo do

analito neste potencial elétrico.

Apos a definicdo do potencial étimo a ser aplicado nos ensaios de cronoamperometria, 0s
mesmos foram realizados com 10 biossensores diferentes, com adicdes de glicose com
concentracOes equivalentes a 0,1 mM e 1 mM a cada 30 segundos. Estas concentragdes foram
escolhidas com base em ensaios preliminares, onde verificou-se que o sistema era sensivel a

concentracfes pequenas, da ordem de 0,1 mM.

A Figura 64 mostra uma destas curvas de cronoamperometria onde se percebe que cada
adicéo de glicose resulta na formacao de um pico de corrente seguido de um decréscimo e, em
algumas adicoes, de uma estabilizacdo da corrente. As respostas de corrente a cada adi¢do de

glicose ndo sdo tdo regulares quanto aquelas apresentadas pelo biossensor de Pt/PAni-
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PEO/GOX, 0 que pode estar associado com a plataforma em que o biossensor esta estruturado,
que € o eletrodo de carbono contendo as tiras impressas referentes aos eletrodos de trabalho, de
referéncia e contra eletrodo. Além disso, o ensaio configurado desta forma é bastante sensivel,
ja que as adicGes de glicose sdo feitas com a micropipeta em uma aliquota de 120 pL do
eletrdlito, aplicada na superficie do eletrodo de carbono e cobrindo os trés eletrodos. Este
sistema miniaturizado, em que o eletrodo foi conectado ao potenciostato por um dispositivo
improvisado, € bem mais sensivel e suscetivel a perturbacdes do que o sistema “robusto”
utilizado no biossensor de Pt/PAni-PEO/GOX.

Figura 64 - Cronoamperometria para detec¢do de glicose, com adi¢Bes sucessivas de glicose 0,1 mM e 1 mM a
cada 30 s. Eletrdlito: solugdo de tampéo fosfato salino 0,1 M pH 6, contendo 10 mM de KsFe(CN)s. Potencial

aplicado: +0,3 V.
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A partir da curva de cronoamperometria apresentada na Figura 64 e das curvas obtidas
com os demais eletrodos foi possivel construir a curva caracteristica ou curva de calibragao de
deteccdo de glicose do biossensor de EC/PANi-PEO-NPAU/GOx, a qual relaciona a
concentracdo de glicose com a densidade de corrente de estabilizacdo apos cada adicdo do
analito. A curva de calibracdo foi separada em dois segmentos, relativos as adi¢des de 0,1 mM
e 1 mM, que resultaram em diferentes inclinagdes de reta. A curva de calibragéo e as respectivas

equacOes da reta podem ser visualizadas na Figura 65.
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Figura 65 - Curva de calibracio do biossensor de EC/PAnNi-PEO-NPAuU/GOXx para a deteccéo de glicose, com as
respectivas equacdes caracteristicas.
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Na Figura 65 verifica-se uma relagéo linear entre a densidade de corrente e a concentracao
de glicose no intervalo de 0,1 a 0,5 mM, seguindo a equagdo y = 5,55x + 5,99, com coeficiente
de determinag&o de 0,9902. J& na faixa de 0,6 a 5,5 mM a relacéo entre a densidade de corrente
e a concentracao de glicose segue a equacdo y = 0,76x + 8,81, com coeficiente de determinacéo
de 0,9949. A partir da concentracdo de 5,5 mM a relacdo se afasta da linearidade, indicando
que ndo ha mais sensibilidade para deteccdo destas concentragfes. Outro fator que pode ser
observado é o menor desvio padrdo na deteccdo de menores concentracdes de glicose, 0 que
significa maior reprodutibilidade nesta faixa. O tempo de resposta do biossensor em ambas as

faixas de deteccéo é de aproximadamente 15 s.

A partir da Figura 65 € possivel afirmar que esta havendo a detec¢do da glicose catalisada
pela GOx, com o auxilio do mediador KzFe(CN)s e da PAni-PEO-NPAuU no intervalo de 0,1
mM a 55 mM, cujo mecanismo foi apresentado previamente nas Equacgdes 12 e 13. A
sensibilidade do biossensor, obtida da inclinacdo da reta de calibracéo, foi determinada como
sendo de 5,5 uA mM™ cm no intervalo de 0,1 a 0,5 mM e de 0,76 pA mM* cm no intervalo
de 0,6 a5,5mM. Ja o limite de deteccdo (LOD), calculado considerando uma relacdo sinal/ruido

de 3, foi determinado como 0,19 mM.

Em relacdo a constante de Michaelis-Menten (Km), a mesma foi calculada como sendo
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0,04 mM, o que para muitos autores significa uma boa afinidade da enzima com o substrato
(GVOZDENOVIC et al., 2011; XU et al., 2014). Segundo Das e Sarkar (2016), um baixo valor
de Km sugere uma elevada eficiéncia catalitica a baixas concentragdes de substrato e, por

conseguinte, representa uma rapida cinética de reacdo bioquimica.

Através das equacdes das retas de calibragdo apresentadas na Figura 65 é possivel
determinar as equacdes caracteristicas do biossensor. Para isso, considera-se nas equagdes da
reta, a variavel “y” como sendo a densidade de corrente J (uA/cm?) e a variavel “x” como sendo
a concentracdo de glicose C (mM). Rearranjando as equagdes da Figura 65 em funcdo da
incdgnita C, obtém-se as Equacdes 15 e 16, referentes aos intervalos de concentragdo de 0 a 0,5

mM e 0,6 e 5,5 mM, respectivamente:

J-5,99
~ 75,55 [15]
-8,81
¢= ]0 76 (o]

Assim como para o biossensor de Pt/PAni-PEO/GOX, a especificidade ou seletividade a
presenca de interferentes foi determinada também para o biossensor de EC/PAni-PEO-
NPAuU/GOXx. Para isto, foi realizado um ensaio de cronoamperometria onde os interferentes
acido drico e &cido ascorbico foram adicionados, na concentragdo de 0,2 mM, por ser, como
discutido anteriormente, uma concentragdo fisiolégica normal no sangue humano, podendo ser
até inferior a este valor (CHOWDHURY; GANGOPADHYAY DE, 2014). O resultado deste

ensaio esta apresentado na Figura 66.
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Figura 66 - Cronoamperometria do biossensor de EC/PAni-PEO-NPAuU/GOXx para a detecgdo dos interferentes
acido Urico (A.U.) e acido ascorbico (A.A.), ambos com concentracdo de 0,2 mM e de glicose (Gli) 1 mM.
Eletrélito: solucdo de tampéo fosfato salino 0,1 M pH 6, contendo 10 mM de KsFe(CN)s. Potencial aplicado: +0,3
V.
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Na Figura 66 observa-se que, ao adicionar as aliquotas de acido ascorbico e acido drico,
ndo ha resposta de corrente significativa, ou seja, 0 biossensor produzido ndo detecta estes
interferentes. J& na adicdo da aliquota de 1 mM de glicose observa-se a formacao de um intenso
pico de corrente, seguido de um patamar de estabilizacdo da densidade de corrente. Desta
forma, é possivel afirmar que o biossensor de EC/PAni-PEO-NPAuU/GOXx apresenta Otima
seletividade frente as espécies interferentes. Em comparacdo com o biossensor de Pt/PAni-
PEO/GOX, o biossensor de EC/PANi-PEO-NPAuU/GOXx apresenta melhor seletividade.

Por fim, foi determinado o tempo de vida Util ou estabilidade do biossensor de EC/PAni-
PEO-NPAU/GOX, cujo ensaio foi descrito na Secdo 4.5.3 deste trabalho. O resultado deste
ensaio esta apresentado na Figura 67, onde observa-se que ha um decréscimo significativo nos
valores de densidade de corrente durante os 30 dias do ensaio. Apds 15 dias de armazenamento,

0 biossensor apresentou 76,2% da sua resposta original e apos 30 dias, apenas 45,3%.

Esta queda na resposta de corrente deve-se ao fato da enzima estar apenas adsorvida na
superficie e ndo quimicamente ligada, o que leva a sua desnaturacdo. Além disso, pode ter
ocorrido também o envelhecimento da PAni, resultando em menor condutividade elétrica (LAI
et al., 2016).
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Figura 67 - Estabilidade do biossensor de EC/PAni-PEO-NPAuU/GOx apds armazenamento por 4 semanas.
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A partir dos resultados obtidos através dos ensaios eletroquimicos é possivel afirmar que
0 biossensor EC/PANi-PEO-NPAuU/GOX foi eficiente na deteccdo de glicose na faixa de 0,1 a
55 mM (1,8 a 100 mg/dL), sendo que esta faixa de deteccdo bem como a sua estabilidade
devem ser melhorados em trabalhos futuros, a fim de proporcionar a deteccdo em uma faixa

mais ampla e um maior tempo de vida util.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Os biossensores amperométricos enzimaticos de glicose tem sido alvo de extensa
pesquisa académica nos ultimos anos. Como discutido na Secdo 3.3, estes biossensores
desenvolvidos com a PAni tem ficado cada vez mais complexos, envolvendo uma combinacao

de materiais como grafeno, 6xidos, nanoparticulas de materiais metalicos, etc.

A Tabela 8 apresenta uma comparacdo do desempenho de biossensores amperométricos

de glicose que utilizam PAni e outros materiais, com os biossensores produzidos neste trabalho.

Tabela 8 — Desempenho de diferentes biossensores amperomeétricos de glicose.

) ) Faixa linear de Limitede  Sensibilidade )
Biossensores de glicose Referéncias
deteccéo deteccdio  (UA mM™Tcm?)
Grafeno/PAni 10,0 uM - 1,48 mM 2,769 uM 22,1 (FENG et al., 2015)
NPAU/PVP/PANI 0,05-2,25 mM 10,0 pM 9,62 (MIAO et al., 2015)
. . (TANG; LI; ZENG,
n-TiO’/PAni 0,02-6,0 mM 18,0 uM 6,31
2015)
PAni/nanotubos de TiO, 10,0 pM - 2,5 mM 0,5 UM 11,4 (ZHU et al., 2015)
Grafeno/PAni/NPAu 0,2-11,2 mM 0,1 mM 20,32 (KONG et al., 2014)
Grafeno/PAni/NPAuU 4,0 uM - 1,12 mM 0,6 uM - (XU et al., 2014)
PAni-PEO 1,0-10,0 mM 0,82 mM 16,04 Este trabalho
PAni-PEO-NPAuU 0,1-5,5 mM 0,19 mM 5,5e0,76 Este trabalho

aPolivinilpirrolidona
®TiO, em escala nanométrica.

Analisando a Tabela 8 é possivel observar que ambos os biossensores produzidos neste
trabalho apresentaram um 6timo desempenho em comparacdo aos demais avaliados. A grande
maioria dos biossensores estudados em artigos cientificos ndo abrange a faixa de 2 a 25 mM
requerida para detectar niveis de glicose no sangue de diabéticos. Alguns autores inclusive

estendem esta faixa até 30 mM. Ou seja, apesar da incorporacdo dos mais diversos materiais e
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tecnologias, muitas vezes ndo se atinge requisitos minimos para a comercializacdo destes
sensores. Ja 0s biossensores produzidos neste trabalho, apesar de também nao abrangerem uma
ampla faixa de deteccdo de glicose, ainda assim apresentaram uma faixa de detec¢éo maior do

que os produzidos com materiais e técnicas mais complexas.

Em relacdo ao limite de deteccdo, os biossensores produzidos apresentaram valores
maiores em relacdo aos demais avaliados, no entanto ainda abaixo do valor de 1 mM
especificado em dispositivos comerciais de deteccdo de glicose, conforme afirmado por Konk

et al. (2014), estando portanto de acordo com as especificacoes.

Analisando a sensibilidade, o biossensor produzido com PAni-PEO-NPAu apresentou
valores abaixo dos demais avaliados. Este fato pode estar relacionado a plataforma sobre a qual
o0 biossensor foi estruturado, que era o eletrodo de carbono, além do método de realizacdo do
ensaio, que consistia em encaixar o eletrodo em um dispositivo improvisado, para fazer a leitura
de corrente nos ensaios eletroquimicos. Estes fatores podem ter contribuido para a geragdo de

um menor sinal elétrico.

Além das vantagens ja citadas, muitos desses sensores avaliados na Tabela 8 utilizam
estratégias complexas de producdo, inclusive com a combinacdo de nanoestruturas binarias e
ternarias, o que os tornam muito dificeis de serem efetivamente produzidos e comercializados
em larga escala (ZAIDI; SHIN, 2016). Em contrapartida, os biossensores produzidos neste
trabalho exigem apenas duas etapas de producdo, referentes & aplicacdo do polimero e da
enzima sobre a superficie do eletrodo, o que torna este processo muito mais simples e

reprodutivel.

A comparacdo direta entre os dois biossensores produzidos neste trabalho néo é possivel,
ja que cada um foi testado sobre um substrato diferente. Provavelmente, devido a sua
estruturacdo sobre o eletrodo de carbono e dificuldades na deteccdo dos sinais elétricos, o
biossensor utilizando PAni-PEO-NPAuU tenha apresentado valores menores de faixa linear de
deteccdo e de sensibilidade. No entanto, a sua eficiéncia foi comprovada e verificou-se, através
dos ensaios eletroquimicos, uma melhor cinética de transferéncia de cargas em comparagao ao
biossensor de Pt/PAni-PEO/GOXx. Necessita-se apenas de mais estudos e elaboracdo de um
dispositivo melhor estruturado para encaixa-lo na realizacdo dos ensaios eletroquimicos. A
principal vantagem deste biossensor em relagdo a muitos outros pesquisados em artigos
cientificos é ter sido produzido sobre um eletrodo descartavel de carbono, aproximando-se

muito mais dos biossensores ja disponiveis no mercado.
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Ja o biossensor de PAnNi-PEO, estruturado sobre o eletrodo de platina (Pt) apresentou
resultados satisfatorios em compara¢do a outros biossensores bem mais complexos, como os da
Tabela 8. No entanto, estudos devem ser realizados estruturando este biossensor sobre os
eletrodos de carbono, que séo descartaveis e com custo bem mais reduzido em comparacao aos
eletrodos de Pt.

Por fim, é possivel afirmar que os biossensores amperométricos de glicose produzidos
neste trabalho utilizando PAni e NPAu apresentam como vantagem a sua facil producéo, devido
a utilizacdo de sinteses quimicas simples de PAni, a partir das quais um grande numero de
biossensores pode ser produzido. Além disto, as etapas de estruturacdo dos biossensores séo

simples e reprodutiveis, o que facilitaria a sua producao em larga escala.
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7 CONCLUSAO

Biossensores amperométricos enzimaticos de glicose foram produzidos com compasitos
condutores e nanoestruturados de PANi-PEO e de PANni-PEO-NPAu sintetizados quimicamente,

sobre os quais a enzima GOXx foi imobilizada por adsorcéo.

Ambas as sinteses estudadas sdo simples e efetivas na producdo da PAni na sua forma
condutora sal de esmeraldina, com morfologia em escala nanométrica. Na sintese quimica da
PANi-PEO-NPAuU foi possivel polimerizar a anilina e formar nanoparticulas de Au em uma s6
etapa, o que facilita a realizacdo desta sintese em escala industrial. Além disso, os polimeros
foram sintetizados em dispersdo aquosa, apresentando estabilidade e viscosidade adequadas

para serem aplicados sobre as superficies dos eletrodos.

O biossensor utilizando a PAni-PEO foi estruturado sobre um eletrodo de platina, onde o
polimero e a GOx foram aplicados por casting. Este biossensor detectou glicose na faixa de 1
a 10 mM, com sensibilidade de 16,04 pA mM™* cm? e limite de detecgdo de 0,82 mM. Ja o
biossensor produzido utilizando a PAni-PEO-NPAu foi estruturado sobre um eletrodo de
carbono comercial, onde o polimero e a GOx foram aplicados por casting sobre a area referente
ao eletrodo de trabalho. Este biossensor apresentou faixa de deteccdo de 0,1 mM a 5,5 mM,
com sensibilidade de 5,5 e 0,76 HA mM™? cm™, nas faixas de 0,1 a 0,5 e de 0,6 a 5,5 mM,
respectivamente, com limite de deteccéo de 0,19 mM.

As faixas de deteccdo dos biossensores ndo abrangem toda a faixa necessaria para
deteccdo de glicose em pessoas com diabetes, a qual deve chegar a pelo menos 30 mM. No
entanto, ao comparar 0s biossensores de PAni-PEO e PAni-PEO-NPAu com os produzidos
recentemente em artigos cientificos, observa-se que a faixa de detec¢do aqui atingida € muito
superior a da maioria destes biossensores, 0s quais na maioria das vezes abrangem a utilizagédo
de muitos outros materiais, como grafeno e déxidos metalicos, e necessitam de etapas de

producdo bem mais complexas.

O biossensor de EC/PANi-PEO-NPAU/GOx apresentou superior seletividade aos
interferentes &cido ascorbico e &cido Urico, em comparacdo ao biossensor de Pt/PAni-
PEO/GOx. Nos ensaios de estabilidade, os biossensores apresentaram diminui¢éo do sinal
eletroquimico apds 15 e 30 dias de armazenamento, o0 que deve estar relacionado a fraca

adsorcdo da enzima GOXx sobre a superficie do eletrodo.

Desta forma, a partir dos resultados obtidos é possivel afirmar que os biossensores
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produzidos neste trabalho sdo efetivos na detecgéo de glicose e apresentam como principal
vantagem a sua simplicidade de materiais e de método de producdo. Ainda, em relacdo ao
biossensor produzido com PAni-PEO-NPAu, outras vantagens apresentadas foram a sua
estruturacdo sobre o eletrodo de carbono, que é uma plataforma descartavel e muito semelhante
as tiras ja comercializadas, e a sua melhor cinética de transferéncia de cargas, em comparacdo
ao biossensor de Pt/PAni-PEO/GOX.

Os resultados obtidos foram positivos e motivam a continuacao da pesquisa, com o intuito
de melhorar a ligacdo da enzima a superficie do eletrodo, proporcionando maior estabilidade
aos biossensores, e também a producdo de um dispositivo de detec¢do dos sinais eletroquimicos

gerados nos ensaios com o eletrodo de carbono.
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8 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

e Estudar diferentes processos de imobilizacdo da enzima GOXx, a partir de agentes de

reticulacdo como o glutaraldeido.

e Realizar o0s ensaios eletroquimicos do biossensor produzido com PAni-PEO,

estruturado sobre o eletrodo de carbono.

e Produzir um dispositivo para encaixar de forma mais eficiente os eletrodos de carbono

e realizar os ensaios eletroquimicos.

e Estimar o custo de producao do biossensor de Pt/PAni-PEO/GOx e de EC/PANi-PEO-

NPAuU/GOx, bem como de um dispositivo eletronico que fard a deteccédo do sinal elétrico.

¢ Realizar testes com amostras de sangue com diferentes concentracdes de glicose, a fim
de determinar a eficiéncia de deteccdo do biossensor em relagdo a dispositivos comerciais e
testes de laboratorios clinicos.
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