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RESUMO

Titulo: Sintese e caracterizacdo de filmes de nanocompdsitos de polipirrol e nanoparticulas de
ouro para aplicacdo em biossensores de pesticida metil paration

Autora: Jordana Borges Griep

Orientadora: Prof. Dra. Jacqueline Ferreira Leite Santos

Co-Orientador: Prof. Dr. Gustavo F. S. Andrade

Palavras Chave: polipirrol, nanocomposito, biossensor enzimatico, metil paration.

Este trabalho teve como objetivo estudar e caracterizar filmes de nanocompdsitos de polipirrol
dopado com indigo carmim e dodecilsulfato combinados com nanoparticulas de ouro para
aplicacdo como biossensores eletroquimicos de pesticida. Primeiramente sintetizou-se trés
filmes a 10 e 25 °C por voltametria ciclica: polipirrol dopado com indigo carmim (PPi-1C),
polipirrol dopado com indigo carmim contendo nanoparticulas de ouro (PPi-IC-NPAu) e
polipirrol dopado com indigo carmim e dodecilsulfato de sodio, contendo nanoparticulas de
ouro (PPi-IC-DS-NPAu). Nesses filmes foram realizadas caracterizagbes estruturais,
morfologicas, Opticas e eletroquimicas, utilizando espectroscopia no infravermelho,
espectroscopia Raman, microscopia eletrénica de varredura, espectroscopia UV-VIS-NIR e
voltametria ciclica. Os filmes sintetizados a 10 °C foram modificados com a enzima
acetilcolinesterase (AChE), sendo posteriormente caracterizados por microscopia eletronica de
varredura, espectroscopia Raman e voltametria ciclica. Os resultados obtidos mostraram que a
interacdo da enzima com os filmes de polipirrol € dependente de sua composi¢do. A presenca
de DS ndo favoreceu a sua imobilizagéo, sendo assim, os filmes de PPi-IC e PPi-IC-NPAu
foram os materiais mais adequados para a imobilizacdo fisica da AChE, sendo capazes de
detectar o pesticida metil paration (MP) através da porcentagem de pesticida inibido pela acédo
da AChE em relacdo ao cloreto de acetiltiocolina (ATCI). Essa detec¢do foi realizada por
voltametria ciclica, onde a resposta do biossensor é medida a partir da diminuicdo da corrente
produzida. Isso ocorre porque 0 MP se encontra em contato com a AChE e inibe a ac¢do da
mesma, impedindo a hidrélise da ATCI, o que faz diminuir a corrente, pois ndo ha producédo de
tiocolina, que é produto da hidrolise e uma espécie eletroativa. Os filmes apresentaram
sensibilidades (% de inibicdo por mmol L de pesticida) de 1,9x10° (R? 0,976) e 2,7x10° (R?
0,964) e limites de deteccgdo de 4,15 e 14,8 ng L, para PPi-IC-AChE e PPi-IC-NPAu-AChE

respectivamente.
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ABSTRACT

Title: Synthesis and characterization of nanocomposites films of polypyrrole and gold

nanoparticles for application in biosensors for methyl parathion pesticide

Author: Jordana Borges Griep
Supervisor: Prof. PhD. Jacqueline Ferreira Leite Santos
Co-supervisor: Prof. PhD. Gustavo F. S. Andrade

Keywords: polypyrrole, nanocomposite, biosensor, methyl parathion

The goal of this work was to study and characterize nanocomposite films of gold nanoparticles
with indigo carmine and dodecylsulfate doped polypyrrole for application as electrochemical
biosensor for pesticide. Initially, three films were synthesized by cyclic voltammetry at 10 and
25 °C: polypyrrole doped with indigo carmine (PPy-IC), polypyrrole doped with indigo carmine
containing gold nanoparticles (PPy-1C-AuNP) and polypyrrole doped with indigo carmine and
sodium dodecylsulfate containing gold nanoparticles (PPy-1C-DS-AuNP). These films were
studied by structural, morphological, optical and electrochemical characterization, using
infrared spectroscopy, Raman spectroscopy, scanning electron microscopy, UV-VIS-NIR
spectroscopy and cyclic voltammetry. The films synthesized at 10 °C were modified with
acetylcholinesterase (AChE) enzyme; followed by characterization with scanning electron
microscopy, Raman spectroscopy and cyclic voltammetry. The results showed a preferential
immobilization of the enzymes on films without DS, therefore, PPy-IC and PPy-1C-AuNP were
the most suitable materials for the physical immobilization of AChE and for detection of methyl
parathion (MP) pesticide through the percentage of pesticide inhibited by the action of AChE
on acetylthiocholine chloride (ATCI). This detection was carried out by cyclic voltammetry,
where the biosensor response is measured as a decrease of the produced current. The decrease
in current occurs because MP reaches the AChE, inhibiting the action of the enzyme, avoiding
the hydrolysis of ATCI, leading to the decrease of current as no thiocholine (an electroactive
specie, product of the hydrolysis) is produced. The films presented sensitivities (inhibition
percentage per mmol L) of 1.9x10° (R? 0.976) and 2.7x10° (R? 0.964) and detection limits of
4.15 and 14.8 ng L for PPy-IC-AChE and PPy-IC-AuNP-AChE respectively.

Xiii



1. INTRODUCAO

Os pesticidas sédo classificados de acordo com sua finalidade (bactericida, fungicida,
inseticida, por exemplo) e foram inicialmente explorados na década de 1940 para controlar
doencas como de Chagas, Malaria e Febre Amarela, além do combate as pragas nas atividades
agricolas e pecuarias. Estes pesticidas continuam tendo papel fundamental no controle nao
somente destas doencas, mas também de outras doencas que surgiram ao longo dos anos, como
as transmitidas pelo mosquito Aedes Aegypti. Em termos da aplicacdo na agricultura, dados da
Organizagdo das Nagbes Unidas (ONU) mostram que cerca de 40% do que é produzido de
alimentos seria perdido na auséncia destes compostos quimicos, resultando no aumento do seu
custo de producéo. No entanto, o uso descontrolado destes pesticidas resultou em contaminagéo
ambiental e problemas de salde na sociedade, que tém persistido mesmo ap0s quatro décadas
do aparecimento dos primeiros casos.! Isto se agrava ainda mais com 0s novos problemas de
salde que tém sido atribuidos ao uso de pesticidas, como a ma formac&o cerebral detectada em
bebés que vivem em areas onde o inseticida-larvicida piriproxifeno (ativo no combate de larvas
do mosquito Aedes Aegypti, Culex quinquefasciatus e mosca doméstica) é utilizado. Esta
hipGtese foi levantada por pesquisadores argentinos, mas o Ministério da Salde brasileiro
atualmente associa a microcefalia em bebés apenas com a infeccdo pelo Zika virus durante a
gestacdo, uma vez que ndo ha estudos cientificos que comprovem a relacao da doenca congénita
ao uso do pesticida. Ainda assim, a suspeita e preocupacdo levou o governo do Rio Grande do
Sul a suspender a utilizagdo deste larvicida no Estado.?

O controle do uso adequado dos produtos com potenciais nocivos ao meio ambiente e
salde humana é de fundamental importancia, principalmente em paises em desenvolvimento,
uma vez que 99% dos casos de envenenamento letal por pesticida ocorrem nestes paises.® Neste
ambito, destaca-se o Brasil, que esta entre os maiores consumidores de pesticidas, ja tendo
permanecido como 0 maior consumidor do mundo por alguns anos. Este consumo se resume
ndo somente a produtos regulamentados, mas também a produtos ilicitos amplamente
disseminados nas éreas rurais.* Apesar de ser um reflexo do crescimento dos agronegocios
brasileiros, medidas precisam ser tomadas para regulamentar a utilizacdo destes agrotdxicos,
uma vez que em sua maioria sdo altamente toxicos.

A toxicidade destes agrotoxicos pode causar danos a salde de uma forma direta ou
indireta. O ndo consumo dos produtos com agrotoxicos ndo garante a ndo contaminagdo, uma
vez que os residuos toxicos podem persistir no ar, agua e solo devido a forma de aplicacao e ao

seu tempo de vida no ambiente. De fato, estudos realizados pela Universidade Federal de Mato
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Grosso do Sul revelaram a presenca de pesticidas no ar e em amostras de agua da chuva,
coletados em cidades que se destacam pela producéo de gréos.®

O desenvolvimento de biossensores para pesticidas € de extrema importancia, uma vez
que ocorre a utilizacdo de alguns pesticidas extremamente toxicos no Brasil, muitas vezes
importados ilegalmente por produtores. Esta utilizag&o descontrolada dos pesticidas nos torna
reféns de um aumento constante e indiscriminado da poluicdo de afluentes de rios e aquiferos
subterraneos, afetando diretamente a vida animal e vegetal, gerando um grande custo na area
da saude. Como consequéncia, a preocupacdo com a saude publica e polui¢cdo do meio ambiente
exige a crucial deteccdo, controle e monitoramento dos pesticidas, uma vez que de acordo com
as estimativas®, menos de 0,1% dos pesticidas efetivamente aplicados, alcangam as pragas. Isto
significa que 99,9% tém potencial para se espalhar pelo meio ambiente. Assim, a determinacao
de pesticidas em amostras ambientais (aguas superficiais e subterraneas, solo, ar, plantas e
alimentos) € o ponto de partida para avaliar o risco potencial destes compostos para 0 ambiente
e saude humana.” Devido a estes tipos de contaminagdes, organizagOes internacionais
(Organizacdes das Nagdes Unidas para a Alimentacdo e a Agricultura) regulam o nivel maximo
de pesticidas em alimentos e produtos agricolas. Regulamentagfes e limites também foram
designados para niveis de residuos de pesticidas permitidos em agua potavel

Como a legislacéo nacional e internacional vem se tornando cada vez mais restritiva em
relacdo as quantidades maximas permitidas de pesticidas nas amostras, um dos desafios para a
deteccdo e quantificacdo dessas substancias é a necessidade de métodos de analise simples,
eficientes, rdpidos, sensiveis, confidveis, com custo acessivel e de fécil utilizacdo. Em vista
disso, atualmente tem-se uma necessidade no desenvolvimento de materiais capazes de
detectarem pesticidas em amostras reais e que possam ser usados com facilidade. Com o
objetivo de contribuir para este fim, nesta dissertacdo serdo abordados os estudos de
biossensores enzimaticos baseados em nanocompdsitos de polimeros condutores e
nanoparticulas metalicas. Estes materiais serdo explorados no desenvolvimento de um
dispositivo capaz de detectar pequenas quantidades de contaminantes.

Os polimeros condutores entram em destaque para esse tipo de aplicacdo por serem
faceis de sintetizar, possuirem baixo custo e apresentarem propriedades elétricas diferenciadas,
devidas as suas cadeias com ligacdes simples e duplas alternadas, ou seja, apresentam um
sistema m-conjugado que permite o fluxo de elétrons.'®’ Dentre esses polimeros, o polipirrol
(PPi) se sobressai por ter alta condutividade, boa estabilidade quimica, além de ter suas
propriedades eletroquimicas controladas através das condicdes de sintese.® O aumento na

condutividade do PPi se d& pelo processo de dopagem, onde acontece a remocao ou adicao de
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elétrons na cadeia polimérica e isto pode ocorrer através da oxidacdo ou reducdo da mesma pelo
uso de agentes de transferéncia de carga, os dopantes, como o corante indigo-5-5’-acido
dissulfénico (indigo carmim, IC) e o surfactante dodecilsulfato de sédio (DS). A dopagem pode
ser feita pela polimerizacdo quimica ou eletroquimica, sendo a ultima ideal para o controle do
nivel de dopagem, bem como a espessura de filmes depositados em eletrodos.!6:22

Algumas propriedades dos polimeros condutores, como Optica e elétrica, podem ser
melhoradas ao se combinar estes materiais com nanoparticulas metalicas.'® Nanoparticulas de
ouro (NPAu) surgem como uma das mais exploradas no desenvolvimento de biossensores,
devido sua grande &rea superficial que proporciona uma imobilizacdo estavel de biomoléculas,
como as enzimas. A presenca dessas nanoparticulas na matriz polimérica fornece uma melhor
atividade e condutividade eletroquimica e ao mesmo tempo evita o0 desprendimento das
enzimas, mantendo assim sua bioatividade.*>®

Este trabalho teve como objetivo estudar e caracterizar filmes de nanocompdsitos de
polipirrol dopado com indigo carmim e dodecilsulfato de s6dio combinados com nanoparticulas
de ouro para aplicacdo como biossensores eletroquimicos de pesticida. Para isto, utilizou-se
como biorreceptor a enzima acetilcolinesterase (AChE). A AChE é ideal para a deteccdo de
pesticidas organofosforados (OPSs), pois 0 mecanismo de deteccdo se baseia na reducédo do sinal
elétrico medido que resulta da inibicdo da enzima na presenca do pesticida. Para representar
esta classe de pesticidas, realizou-se os testes de deteccdo do paration metilico (MP), no entanto,
enfatizamos que poderia ser utilizado qualquer outro com a acdo de inibicdo da enzima AChE.
Esse tipo de biossensor é extremamente importante, visto que os OPs sdo altamente toxicos e
no organismo humano agem na inibicdo irreversivel do centro ativo da enzima, que por
consequéncia, impedem a transmissdo dos impulsos nervosos, o que pode levar a danos

irreparaveis em funcdes nervosas.*>76:108
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1.POLIMEROS

Os polimeros representam uma classe particular de macromoléculas, ou seja, sdo
moléculas de alto peso molecular, constituidas por grandes cadeias de atomos, cujas
propriedades decorrem principalmente de interacdes entre segmentos de uma mesma
macromolécula (interacfes intramoleculares) ou de outras (intera¢6es intermoleculares). Eles
se caracterizam pela repeticdo de um ou mais grupos atdmicos (0s mondmeros) que se ligam
através de uma reacdo de polimerizagdo.'?

Até o final do século XIX, a industrializacdo dos polimeros era caracterizada pela
modificacdo de polimeros naturais, sendo que a sintese de polimeros sintéticos teve inicio
somente no inicio do século XX. Uma das principais conquistas industriais da quimica foi a
fabricacdo em grande escala de polimeros sintéticos. Com eles foram criados materiais
fundamentais para o desenvolvimento tecnolégico. Eles podem ser classificados com base nas
suas propriedades fisico-quimicas, como por exemplo os termoplasticos (exemplo: policloreto
de vinila, PVC) que se tornam maleaveis ou fundem-se quando aquecidos e os termorrigidos
(ex. resinas tipo epOxi) que sdo infusiveis e ainda os elastdmeros (ex. borrachas) que apresentam
deformacao eléstica.’®

Uma das propriedades mais importantes dos polimeros convencionais esta relacionada
com sua capacidade de se comportar como isolante elétrico. No entanto, por volta dos
anos 1970, uma nova classe de polimeros passou a ser estudada, sendo explorada a possibilidade
de conduzirem eletricidade. Essa nova classe passou a ser chamada de metais sintéticos,
nomeacdo dada inicialmente aos polimeros intrinsicamente condutores de elétrons (PICs)
devido as suas propriedades elétricas, eletrbnicas, magnéticas e Opticas inerentes de metais e

semicondutores.'*

2.2. POLIMEROS CONDUTORES

Os polimeros condutores também sdo conhecidos por “polimeros conjugados” ou
“polimeros intrinsicamente condutores (PICs)”, pois € caracteristica destes materiais apresentar
um sistema n-conjugado, ou seja, apresentam cadeias com ligagdes simples e duplas alternadas,
conforme ilustrado na Figura 1. Essa conjugacdo permite que seja criado um fluxo de elétrons,

pois ambas as ligacdes, simples e duplas, contém ligagdes o que sdo quimicamente fortes, e ao
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mesmo tempo contém ligagdes duplas, do tipo ligagdes-n que sdo mais fracas. Os orbitais p nas
ligagBes-n se sobrepdem, permitindo que 0s elétrons sejam deslocalizados e que possam se
mover mais facilmente entre os a&tomos e, por consequéncia, isso confere a esses polimeros
propriedades elétricas diferenciadas.'®>'” Os principais polimeros pertencentes a essa classe s3o

o poliacetileno, polianilina, polipirrol e politiofeno.!81°

Ligacido dupla Ligacao m—Permite a deslocalizagdo

dos elétrons Ligacio simples
Atomos de Carboh / /
N

| . O | I /|

G)M@‘@ ® O/ @

Atomos de Hidrogénio

Ligacao sigma-Garante a forga da cadeia

Figura 1. Esquema simplificado de uma cadeia polimérica conjugada.®

A descoberta destes materiais ocorreu quando Shirakawa e Ikeda,?® demonstraram a
possibilidade de preparar filmes de poliacetileno a partir da polimerizacao direta do acetileno,
e mais tarde MacDiarmid et al.,?* trataram o poliacetileno com um é&cido ou uma base de Lewis
e observaram um aumento em sua condutividade em até 13 ordens de grandeza. Esse processo
passou a ser chamado de “dopagem”, em analogia com o processo de dopagem em materiais
semicondutores,???® onde ha a remocao ou adicéo de elétrons a cadeia polimérica, fazendo esses
materiais passarem de isolantes a condutores e vice-versa, através da oxidacao (dopagem do
tipo p) ou reducéo (dopagem do tipo n).® A oxidacio ou reducéo da cadeia polimérica é feita
por agentes de transferéncia de cargas, 0s “dopantes”. Esses dopantes sdo introduzidos nas
vizinhancas da cadeia polimérica durante a sintese, e sdo geralmente pequenos e maéveis, 0 que
ocasionarda uma deformacdo da mesma, resultando na formacdo de bandas eletrbnicas
desocupadas na regido entre a banda de valéncia e a banda de conducéao do polimero, permitindo
que haja um aumento da condutividade.?*

O tipo de dopagem mais comumente usado nos polimeros condutores é a dopagem do
tipo p, conforme ilustrado na Figura 2 (a), onde um elétron é removido do nivel de energia
HOMO (Orbital Molecular Ocupado de maior energia) da cadeia polimérica, gerando uma

vacéancia positivamente carregada. A mobilidade desta vacancia atraves da migracédo pelo filme
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polimérico pode criar uma diferenca de potencial elétrico, que pode ser estabilizado usando um

anion.%®

BC

7
r
T

S SR —~

b)

Jui[

L T

Polimero Polaron Bipolaron Bandas
Neutro Bipolaron

|

Figura 2. Mudangas estruturais associadas com a oxidagdo do politiofeno resultando na
formacao de polaron e bipolaron (a), teoria de banda de um polimero condutor (b).?

Semelhantemente aos semicondutores inorganicos, a condutividade elétrica dos
polimeros pode ser explicada com base no modelo de bandas, como ilustrado na Figura 2 (b).
A sobreposicdo de orbitais pz, proveniente das liga¢fes insaturadas sobre varios sitios, resulta
na formacao de bandas de valéncia (BV) (niveis eletronicos m ocupados de maior energia) e
bandas de conducdo (BC) (niveis eletronicos n* vazios de menor energia), com um pequeno
gap (Eg) de energia entre elas, cuja largura determina as propriedades elétricas intrinsecas do
material.?> Essas propriedades podem ser explicadas para os polimeros aromaticos através de
alguns conceitos fisicos, os polarons e bipolarons, que se tratam de uma extensdo do Modelo
de Bandas. Através de um processo de oxidacéo, ha a formagéo de um cation radical (polaron)
que consiste em um ion radical de carga unitaria e spin %2, associado com a mudanca da cadeia
da forma aromatica para a forma quinoide. Esse processo leva a presenca de estados localizados
no gap causando um deslocamento energético da BV e da BC.??2¢ Os estados intermediérios de
energia criados no gap durante o processo de oxidagdo, permitem transi¢Ges eletronicas que
induzem notaveis mudancas na coloracao devido a dopagem. Esse processo, que é reversivel,
é chamado de eletrocromismo.?’

Se um segundo elétron é removido da cadeia, € energeticamente mais favoravel remové-

lo do nivel polarénico ja formado do que de outra parte da cadeia, e isso leva a formagédo de um
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dication radical, ou seja, o bipolaron, que é responsével pela conducao elétrica. Assim como 0s
polarons, os bipolarons estdo associados com distorgdes geométricas locais da cadeia.'®??
Assume-se que o estado bipolaron localmente distorcido compreende somente quatro ou cinco
unidades monomeéricas de um segmento polimérico e que o ganho de energia, em comparacao
a dois estados polarons, é de 0,45 eV. Em termos de energias redox, isso significa que o
potencial redox E%dox para a formacéo do bipolaron poderia ser menor que 0 E%cdox para a
formacéo de dois polarons. Ambos, polarons e bipolarons podem mover-se ao longo da cadeia
polimérica através do rearranjo das ligacbes conjugadas quando expostos a um campo
elétrico.26%8

Sendo os bipolarons responsaveis pela conducgdo elétrica, o transporte acontece via
mobilidade ao longo dos segmentos da cadeia conjugada polimérica e por saltos intercadeia
(hopping). A condutividade elétrica do bulk (o) é equivalente ao produto da concentracdo dos
portadores livres contidos no material (n) e a sua mobilidade relativa (u), (Equacdo 1), onde e
é a unidade de carga eletronica (1,6x101° C). Como a mobilidade do fon dopante dentro do
material seco é muito baixa, estes polimeros sdo verdadeiramente condutores eletrdnicos e ndo

idnicos.?

o= pn.e Equagdo 1

O fator limitante da condutividade é a mobilidade do portador de carga e ndo a
concentracdo. Existem no minimo trés elementos que contribuem para a mobilidade dos
portadores: transporte intracadeia, transporte intercadeias e contato interparticulas. Estes
elementos compreendem uma complicada e resistiva rede, a qual determina a mobilidade
efetiva dos portadores. Assim, a mobilidade e, portanto, a condutividade é determinada em
ambos 0s niveis microscopico (intra e intercadeia) e macroscopico (interparticulas).

Muitos polimeros condutores encontram-se na mesma faixa de grandeza da
condutividade elétrica da maioria dos semicondutores inorganicos (Figura 3). Semicondutores
inorganicos possuem um baixo nimero de portadores (na ordem de 10 a 10 cm®), porém
possuem altas mobilidades (102 a 10° cm? V! s1) atribuidas ao alto grau de cristalinidade e
pureza destes materiais, e também a nimeros baixos de defeitos na estrutura. Em contrapartida,
os polimeros condutores possuem um grande nimero de portadores (10! a 102 cm™), mas uma
baixissima mobilidade (10 a 10° cm? V! s1), devido principalmente ao grande nimero de
defeitos estruturais (reticulacdo e desordenamento das cadeias). Desta maneira, a obtencéo de
polimeros condutores com maiores condutividades esta diretamente relacionada ao aumento da

mobilidade dos portadores. Isto pode ser viabilizado pela obtencdo de materiais mais
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ordenados, ou seja, com melhor orientagdo das cadeias, menor grau de reticulacGes e
defeitos.®>*! Uma estratégia para alcancar maior ordenamento de cadeia € utilizar como dopante
contra-ions organicos anfifilicos como, por exemplo, um corante dianiénico na dopagem tipo
p, como o indigo carmin (IC), na dopagem do polipirrol.®? Esse tipo de dopante permitira que
moléculas de IC encontrem-se perpendicularmente entre as cadeias de polipirrol, facilitando o
transporte de massa para o polimero, devido a um aumento no grau de ordenamento da cadeia
polimérica.®334 O uso de corantes como dopantes pode alterar propriedades elétricas e opticas,
ao melhorar a eficiéncia da transferéncia de carga, podem melhorar a seletividade ao se
incorporar dentro do polimero condutor e também tornam a reagdo mais rapida, assim como os

surfactantes.®
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~1_ 107
Poliestireno > 10-18

Figura 3. Comparacdo da condutividade de alguns (PICs) com outros materiais.
PA = Poliacetileno, PANI = Polianilina, PPP = Poli (p-fenileno), PPi = Polipirrol.'°

Condutividades diferentes podem ser obtidas ao se utilizar diferentes dopantes, como
por exemplo, a utilizacdo também de contra-ions inorganicos.’® Esses tipos de dopantes
(e.g. CI"), por serem pequenos, oferecem a vantagem de aumentarem a difusdo dos contra-ions
com os centros carregados dentro da matriz do polimero, além de conseguirem sair e entrar
novamente na cadeia polimérica podendo sofrer trocas com outros ions. No entanto, a dopagem
com contra-ions inorganicos apresenta baixa estabilidade ambiental e a condutividade do

polimero diminui drasticamente com o tempo.*®*" Em vista disso, a utilizagio de contra-ions
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organicos como dopantes atribui ao polimero condutor maior estabilidade eletroquimica, umas
vez que esses dopantes sdo considerados grandes como, por exemplo, surfactantes como o
dodecilsulfato de sddio e, portanto estdo mais integrados ao polimero, diminuindo as chances
de lixiviacio ao longo do tempo ou pela aplicagio de estimulos elétricos.>26-38

A modificagdo da estrutura dos polimeros condutores afeta ndo somente sua
condutividade, podendo também melhorar outras propriedades, 0 que torna esses materiais
promissores para aplicagbes em armazenamento de energia,®® eletrocromismo,®® sensores,*°

entre outros.

2.2.1. Polipirrol

O polipirrol (PPi) é um dos polimeros condutores mais amplamente estudados, possuli
propriedades que podem ser facilmente controladas e que respondem a estimulos, tornando-o
um material muito promissor para diferentes aplicacdes. Polipirrol pode ser facilmente
sintetizado, fabricado com grande area superficial e facilmente modificado para aplicacGes
bioldgicas.**** Atualmente ele pode ser aplicado em uma variedade de materiais, como
biossensores,* células solares® e administracdo de farmacos.*® Além disso, o PPi apresenta
boa biocompatibilidade, estabilidade quimica e alta condutividade.

A polimerizagdo do pirrol pode ser realizada através de métodos quimicos e
eletroquimicos. Ambos os métodos podem ser realizados através de dopagem do tipo p, com a
adicdo de anions como dopantes. Na sintese quimica, o agente oxidante é introduzido no meio
reacional provocando a formacdo do céation radical. O requisito basico para a escolha do
oxidante é o fato dele possuir um potencial de reducéo suficiente para a oxidagcdo do monémero,
entre os mais utilizados estdo o FeCls ou 0 (NH4)2S20s.1%2247 No entanto, apesar deste método
ser efetivo, ndo apresenta boa reprodutibilidade quantitativa, mas ainda é amplamente aplicado
em escala industrial. Por outro lado, a sintese eletroquimica é a mais utilizada, por ser mais
simples, rapida e mais facilmente controlada. Este tipo de polimerizacdo produz filmes finos de
até alguns micrémetros de espessura na superficie de um eletrodo.*®

A sintese eletroquimica do PPi é baseada na oxidac¢do anddica do mondmero pirrol no
eletrodo de trabalho e durante a polimerizacéo o filme resultante é simultaneamente oxidado e
dopado com os anions presente no eletrdlito. A producéo, qualidade e propriedade dos filmes
dependeré de fatores como a natureza e concentra¢do do monémero e do contra ion, do solvente,

das condicbes da cela eletroquimica (ex. eletrodo de trabalho e potencial aplicado), da
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temperatura e pH.***° A reacdo da polimerizagio eletroquimica é um processo complexo e

existem alguns mecanismos propostos, dentre eles, 0 mais aceito esté ilustrado na Figura 4.4

Oxidacio do Pirrol
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Formacio do dimero
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Oxidacao, acoplamento e rearomatizacio

Propagacio da cadeia

I\ A
SN

n+1 H

Figura 4. Mecanismo da sintese eletroquimica do Polipirrol.**

No primeiro passo, ocorre a oxidacdo do mondmero formando um cétion radical, o
segundo passo envolve o acoplamento de dois cations radicais com a saida de dois prétons, e
reconstituicdo do sistema aromatico, formando uma espécie neutra. A reacao continua com o
acoplamento de céations radicais do monoémero e cations radicais dos oligdmeros formados. 6
O crescimento da cadeia é terminado quando o cétion radical da cadeia que ainda esta
polimerizando se torna ndo reativa, ou quando a cadeia se torna estericamente bloqueada. Para
a obtencdo de um polimero com elevado grau de conjugacgéo deve-se levar em consideragdo a
estabilidade do cation radical do monémero, uma vez que um cation radical muito estavel pode

difundir do eletrodo dando origem a oligbmeros soltveis, enquanto que um cation radical muito
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reativo pode sofrer reagGes colaterais.'® A cadeia final do polimero apresenta uma carga positiva
a cada 3 ou 4 unidades de anéis de pirrol, que é contrabalanceada por um &nion.>*

O crescimento ideal das cadeias do PPi consiste em acoplamentos nas posi¢des 2 a 5
dos atomos de carbono do anel pirrdlico, situacdo em que a conjugacao entre as ligacdes simples
e duplas é maximizada. No entanto, acoplamentos em outros atomos de carbono também
ocorrem, diminuindo a mobilidade dos portadores de carga. Estima-se que cerca de 30% das
ligacbes C-C entre os anéis pirrdlicos ndo sédo do tipo ideal. A representacéo desses defeitos que

podem ser encontrados no PPi estdo representados na Figura 5.16:5253
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Figura 5. Representacdo dos possiveis defeitos estruturais encontrados no polipirrol.>*

A evolucdo da estrutura de bandas para o PPi pode ser observada conforme a Figura 6,
onde encontram-se diferentes niveis de oxidacdo (dopagem). A energia de gap entre as BV e
BC no seu estado reduzido é de 3,2 eV, o que faz com que o PPi apresente uma condutividade
muito baixa. Com a oxidacdo da cadeia polimérica (em baixo grau de oxidacdo), ocorre
inicialmente a formacdo do cation radical (polaron), podendo ser observadas trés diferentes
bandas de absorc¢éo relacionadas a diferentes transicdes: em 0,7 eV possivelmente associada a

transicdo do topo da BV para o estado polaron ligante, em 1,4 eV podendo ser relacionada com
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a transicdo do estado polaron ligante para o estado polaron antiligante, e em 2,1 eV atribuido
a transicdo do polaron ligante para o estado polaron antiligante. Aumentando-se os niveis de
dopagem (maior grau de oxidagdo), ocorre a formacdo de dications bipolarons, levando a
formacdo de multiplos estados diibnicos, responsaveis pelo aumento da condutividade do
polipirrol, podendo ser evidenciadas duas bandas de absorc¢éo, em 1,0 eV e 2,7 eV, associadas
a existéncia das bandas bipolarons formadas na regido de gap.?

BC
BC BC
7 A
0,53 eV 0,70 eV
\ 0,79 eV v
0,39eV
3,16 eV
3,56 eV
* 0,45 eV
1
0,49 eV 0.75ev
0,76 eV
POLARON BIPOLARON
baixo nivel de oxidagcdo parcialmente oxidado BANDA BIPOLARON

altamente oxidado

Figura 6. Esquema da evolucéo da estrutura de bandas para o polipirrol.>*

2.2.2. Nanocompdésitos de Polimeros Condutores

Nanocompositos de PICs se tornam materiais interessantes de estudo para melhorar suas
propriedades fisicas e quimicas, como as propriedades de flexibilidade mecénica, dptica e
elétrica, condutividade elétrica e magnética, etc.>> Nanocompdsitos de PICs e nanoparticulas
metalicas (M-NPs) contribuem para a criacdo de novos materiais com potencial para aplicagdes
em diversas areas de interesse cientifico e tecnoldgico, pois as M-NPs apresentam propriedades
distintas dos materiais com escala macroscopica, destacando-se principalmente suas
propriedades opticas, enquanto os PICs sdo caracterizados tanto por suas propriedades elétricas
quanto opticas, tornando ambos elementos relevantes para diferentes aplicacfes, em particular
em biossensores Opticos ou eletroquimicos, eletrocatalise e no desenvolvimento de dispositivos

eletrénicos.>6-8
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Nanocompositos de PICs e M-NPs sdo facilmente obtidos através de metodos
eletroquimicos de sintese, permitindo obter de forma simples M-NPs inseridas em filmes finos
de PICs, apresentando grande aplicabilidade em diversas areas de interesse tecnologico e
cientifico, além de apresentarem um forte apelo na area de nanotecnologia.®®®® Recentes
trabalhos vém demonstrando que ao se incorporar M-NPs a matriz de PICs durante 0s processos
de polimerizacdo, pode-se aprimorar as propriedades Opticas, elétricas, eletroquimicas e
eletrocromicas desses materiais.®*% A interacio entre os PICs e as M-NPs, ocorre
possivelmente através de um grupamento doador de elétrons, presente no polimero. Por
exemplo, no caso de polimeros condutores contendo atomos de enxofre na sua estrutura, as
interacbes quimicas ocorrem entre os metais nanoparticulados e o enxofre (Metal-S). Em
aplicacdes biologicas, a M-NP serve como a interface entre a biomolécula e o polimero,
enquanto se mantém inalterada a estrutura das biomoléculas, de uma forma sensivel e
estabilizada.®*

Dentre as M-NPs, as nanoparticulas de ouro ganham destaque por serem nanomateriais
inorganicos com excelentes propriedades quimicas e fisicas que dependem do seu tamanho e
forma, exibindo atividade catalitica, ressonancia de plasmon de superficie localizado a
temperatura ambiente, alta condutividade, excelentes propriedades Opticas, além de serem
biocompativeis.®>® Por outro lado, entre os polimeros condutores, destacamos o PPi, que
devido a sua alta condutividade tornou-se extensivamente investigado, podendo ter suas
propriedades quimicas e fisicas melhoradas através da obtencao de nanocompositos.

Uma variedade de métodos tem sido explorada para se obter nanocompositos de
polipirrol e nanoparticulas de ouro, onde a maioria das propriedades desejaveis dos
nanocompositos depende da dispersdo das nanoparticulas e das propriedades de superficie.
Alguns exemplos de nanocompositos com PPi reportados na literatura incluem nanoparticulas
de Ag, Au, Pt e Pd, e apresentam diversas aplicacbes, como materiais com atividade
eletrocatalitica, hidrofdbicos, eletrocatalizadores e sensores quimicos, respectivamente.®”0 O
método eletroquimico é um dos métodos mais descritos na literatura para obtencdo destes
nanocompositos.” Nesse tipo de sintese, a oxidagido do monémero prossegue em potenciais
positivos de um ciclo voltamétrico, ou durante o pulso oxidativo galvanostatico. A nucleacdo e
0 crescimento das particulas metalicas séo iniciados em potenciais negativos de um ciclo
voltametrico, ou durante o pulso redutor galvanostatico. Portanto, tanto a polimerizagédo quanto
a reducéo dos ions metalicos ocorrem na mesma solugéo.”? A sintese eletroquimica pode ser
realizada por eletrodeposicdo do polimero condutor a partir de uma solugdo contendo as

nanoparticulas de ouro em suspens@o ou também pela preparacdo in situ de nanoparticulas na
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matriz do polimero, j& que os polimeros condutores sdo matrizes adequadas para fabricacéo de
nanocompositos com nanoparticulas metalicas por permitirem um facil fluxo de cargas
eletrbnicas durante os processos eletroquimicos. Alem disso, a adicdo de anions sulfonatos
volumosos, como o dodecilsulfato de sddio, podem auxiliar na formacao de nanoparticulas, ja

que podem atuar simultaneamente como dopantes e estabilizantes.’>74

2.3. BIOSSENSORES ENZIMATICOS ELETROQUIMICOS

Biossensores surgiram do interesse em se desenvolver e explorar dispositivos analiticos
para a deteccdo, quantificacdo e monitoramento de uma espécie quimica especifica, pois séo
capazes de apresentar alta sensitividade e especificidade.” Além disso, reduzem o tempo
necessario para as analises, sdo encontrados em tamanhos miniaturizados; sdo faceis de
manusear, sdo portateis - o que facilita analises de campo - e, finalmente, apresentam baixo
custo. Apresentam vantagens quando comparados as técnicas analiticas convencionais, como a
cromatografia, pois estas requerem instrumentagdes custosas que nao se aplicam a analises de
campo, além de consumirem muito tempo.”’” Como consequéncia, estes sensores tém se
mostrado ferramentas muito importantes para a analise de produtos quimicos e bioldgicos que
contaminam o meio ambiente, agentes patogénicos presentes em alimentos, virus etc.’®

Os biossensores sdo formados principalmente por dois componentes, como representado
na Figura 7.7° O transdutor (converte o sinal bioldgico para um sinal mensuravel) e uma parte
de reconhecimento bioldgica (enzimas, DNA, microrganismos, anticorpos). O
desenvolvimento de um biossensor pode apresentar dois aspectos problematicos: i) a
incorporagédo/imobilizacdo de biocomponente a uma matriz adequada e ii) monitoramento da
interacdo entre os analitos e o biocomponente.”®8%8! Estes aspectos podem ser contornados com
a utilizacdo de nanocompositos de PICs com M-NPs, uma vez que os PICs sdo compativeis
com componentes bioldgicos, o que facilita a transferéncia de elétrons na superficie de
eletrodos, bem como as M-NPs, que além de auxiliarem na transferéncia de elétrons,
apresentam uma grande area superficial, o que facilita a imobilizacdo de biocomponentes, e
também contribuem na catélise de possiveis reacdes entre 0os componentes bioldgicos e analitos

de interesse.”® PPi e Au-NPs tem sido amplamente explorados neste tipo de aplicagdo.*+82
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Figura 7. Representacdo esquematica de um biossensor.”

Biossensores enzimaticos sdo considerados os mais utilizados nesse tipo de ferramenta
analitica, quando comparado com imunossensores, genossensores (utilizam acidos nucléicos) e
sensores baseados em microrganismos.’”° Nesse tipo de biossensor a enzima é o elemento de
reconhecimento e ela reage seletivamente com o substrato (analito). Esse biossensor pode
funcionar mensurando a ac¢do ou inibicdo da enzima quando em contato com o analito. Por
exemplo, a enzima pode metabolizar um analito e assim a concentracdo da amostra pode ser
medida atraves da transformacéo catalitica do analito pela enzima; ou, a enzima pode ser inibida
pelo analito, e a concentracdo do mesmo podera ser medida através da diminuicdo na formacao
do produto enzimético.®

Os biossensores enzimaticos baseados na inibicdo apresentam uma alta sensibilidade e
oferecem respostas rapidas, ideais para aplicacdo na monitoracdo direta de componentes, além
de detectar tanto o inibidor quanto o substrato. Alguns inibidores podem tanto se ligar a enzima
quanto ao complexo enzima-substrato, o que gera mudancas nas reagdes enzimaticas. A maioria
das enzimas sdo suscetiveis a baixas concentracfes de inibidores, o que causa 0 aumento na

sensibilidade do biossensor.”

2.3.1. Enzimas

As enzimas se caracterizam por serem biomoléculas complexas formadas por longas
cadeias de aminoacidos interligados através de ligacdes peptidicas, resultando em uma elevada
massa molar. Sua atividade pode ser baseada na agdo (sitio ativo) de alguns residuos de

aminoéacidos que compdem sua estrutura. Algumas enzimas porém s6 atuam no substrato na
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presenca de grupamentos nao proteico (cofatores), por exemplo, ions metélicos. Isto faz com
que estas biomoléculas apresentem um elevado grau de especificidade nas reacdes catalisadas.
Conforme a natureza destas reacfes pode-se fazer a classificacdo das enzimas em seis grupos,
que foram agrupados pela Unido Internacional de Bioquimica e Biologia Molecular (IUBMB,

em inglés):

Tabela I. Classificacdo das enzimas de acordo com a IUBMB.*}

Classe Subclasse Exemplos de reacdo catalisada
Oxiduredutases  Oxidacdo e reducéo Peroxidases, hidrogenases
Transferases Transferéncia de grupos funcionais Transaldolases, trancetolases
Hidrolases Hidrolise de ligacGes Lipases, fosfatases

Liases Adicéo de grupamento a duplas Descarboxilases, dehidratases

ligacGes/formacdo de duplas ligacGes
pela remocao de grupamentos
Isomerases Isomerizacdo do substrato Racemases

Ligases Formacao de ligagdes Sintetases

A inibicdo de enzimas ocorre atraveés da incorporacdo de inibidores ao sistema,
diminuindo sua atividade enzimética, que pode ser medida antes (lo) e depois da inibigdo (11)
pelo calculo ((lo-11)/10)x100%. Esse fendmeno pode ser reversivel, na qual a ligacdo de um
inibidor pode ser revertida conforme se diminui a concentragdo do mesmo, ou irreversivel, na
qual a ligagdo do inibidor resulta na inibi¢do permanente da atividade enzimatica.” " Inibicéo
reversivel pode ser dividida em inibicdo competitiva, ndo competitiva e incompetitiva.”™ Por
outro lado, a inibicéo irreversivel, apesar de causar a inibicdo permanente da enzima, ocorre de
forma gradual, onde sua atividade inicial nunca pode ser obtida novamente. As inibicdes
irreversiveis sdo caracteristicas de biossensores enzimaticos usados para a deteccdo de
pesticidas organofosforados (OPs) e carbamatos.”’”® Ambos compartilham do mesmo

mecanismo de inibicdo da colinesterase.
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2.3.1.1. Acetilcolinesterase

A Colinesterase é uma familia de enzimas que catalisam a hidrolise do neurotransmissor
acetilcolina, que resulta na producéo de colina e acido acético, e podem ser encontradas em
vertebrados e insetos. No corpo humano, é responsavel pela transmisséo de impulsos nervosos
para as sinapses colinérgicas, essa reacao é essencial para que o neurénio colinérgico volte para
0 estado de repouso apos a ativacdo.”™’” A enzima colinesterase pode ser dividida em dois tipos,
Acetilcolinesterase (AChE) E.C.3.1.17, que é uma hidrolase, e a Butirilcolinesterase (BChE)
E.C.3.1.1.8, ambas tem sido amplamente usadas como biorreceptores na fabricacdo de
biossensores, e especificamente em biossensores para pesticidas no caso da AChE.® A Figura
8 mostra uma representacdo em 3D da estrutura da enzima AChE.®®

Figura 8. Estrutura 3D da enzima Acetilcolinesterase E.C.3.1.1.7.%°

Em sinapses nervosas, a AChE encerra a transmissao do impulso nervoso pela hidrolise
do neurotransmissor acetilcolina. O efeito tdxico de pesticidas OPs e carbamatos esta
relacionado com sua habilidade de se ligar irreversivelmente ao sitio ativo da enzima, e por
consequéncia impedem a transmissdo dos impulsos nervosos, o que pode levar a impactos
severos em fungdes nervosas.®®®” O sitio ativo da AChE possui duas regides distintas, um sitio

anionico contendo um grupo carboxilico de residuo de glutamato e um sitio com um grupo
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serina-OH, no qual ocorre a hidrdlise da acetilcolina.2® Durante o processo de inibicdo da
enzima, os OPs realizam uma fosforilacéo no sitio ativo da enzima que se torna bem estével,
fazendo com que a hidrolise da acetilcolina seja bloqueada. Esta inibicdo pode ser reversivel
ou néo, dependendo da estrutura do pesticida. Quando reversivel, pode ser recuperada através
da utilizacéo de nucleofilos fortes, como o ion 2-metilpiridinio-2-aldoxime.

Como a catélise realizada pela enzima na acetilcolina envolve transferéncia de elétrons,
sua atividade pode ser monitorada através de técnicas eletroquimicas e o processo de inibicéo,
deve reduzir a corrente resultante desta transferéncia de elétrons. Este € o principio basico que

possibilita a deteccdo de pesticidas em diferentes amostras através de biossensores.

2.3.2. Biossensores para pesticida baseados na inibi¢ao da Acetilcolinesterase

A maioria dos pesticidas organosintéticos apresenta alta afinidade com o mercdrio,®
razdo pela qual a técnica de polarografia foi historicamente utilizada na deteccdo destas
espécies.®%2 No entanto, apesar desta técnica apresentar limites de deteccdo extremamente
baixos, 0 manuseio de mercurio vem sendo cada vez mais restrito. Em virtude disto, ocorreu
um crescente avanco no estudo de eletrodos modificados que fossem diferentes daqueles
contendo mercurio, ampliando a capacidade de analise de pesticidas através de técnicas
eletroquimicas. Os limites de deteccdo obtidos com os eletrodos modificados sao maiores que
0s obtidos através do método cromatografico. Como os limites méaximos permitidos para
pesticidas em alimentos sdo extremamente baixos, na ordem de algumas partes por bilhdo (ug L
1, limites de detecgdo muito baixos se tornam necessarios. Uma alternativa para tentar melhorar
este limite de deteccdo e a sensibilidade destes eletrodos é utilizar materiais nanoestruturados
na confeccdo dos biossensores, pois estes nanomateriais podem suprir a lacuna tédo importante
e necessaria frente a determinacdo de analitos de interesse.

Devido as inconveniéncias das técnicas comumente utilizadas na deteccdo destes
pesticidas, varias linhas de pesquisas tém trabalhado com o objetivo de viabilizar o
desenvolvimento de métodos de analise simples, com menor custo e que permitam analise de
campo.%39° Como resultado, ocorreu um crescimento pronunciado na area de desenvolvimento
de sensores, ndo somente para a deteccdo de pesticidas, mas também para aplicacbes em
diferentes areas, como biomédica, ambiental, industrial, agro-industrial, dentre outras. A Tabela
Il resume alguns resultados obtidos por pesquisadores para diferentes materiais utilizados na

obtencgéo de biossensores baseados em AChE para deteccédo de pesticidas.
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Tabela II. Biossensores para pesticida baseados em AChE imobilizada em polimeros

condutores.
Biossensor Transdutor Analito Imobilizacéo LD Ref.
AChEzég—PPy— Potenciométrico  Paraoxon Etil Eletropolimerizacdo 0.5 nM 44
AChE-PAnN- S . A e 1.0n
PPy-MWCNTSs Potenciometrico Malation Adsorcdo fisica mL-L 96
AChE-Au- L Paration . 2ng
PPY/GCE) Potenciométrico Metilico Aprisionamento mL-2 40
poly(SNS-
NH2)/AChE- Amperométrico  Paraoxon Etil Ligacgéo covalente 111uyM 97
ChO
PPy-AChE- fori - ach
Geltn- Glut Amperométrico  Paraoxon Etil Ligacdes cruzadas 1.1 ppb 98
AChE/PEDOT- . . L
MWCNTS/ETO Amperometrico Malation Ligacgéo covalente 1fM 99
1.4 pmol
GC/MWCNT/  Cronoamperome- Carbaril e Adsorcio fisica Lle 100
PANI/AChE trico Metomil ¢ 0.95
umol L
poly(TTP)/ L . N
AChE/GCE Potenciométrico Malation Ligacgéo covalente 4.08nM. 101
MWCNT/pol Paraoxon, 05-5
poly Amperomeétrico Paration e Ligacdo covalente ' 102
(SNS- Clorfenvinfos ng L
NH2)/AChE

O mecanismo utilizado na detecgdo depende da classificacdo do pesticida estudado. No

caso de biossensores eletroquimicos que utilizam a AChE, a deteccdo € baseada na inibicao

desta enzima. Quando o analito (pesticida) ndo estd presente na solucdo de acetilcolina

(eletrdlito), o substrato acetilcolina € convertido em colina e &cido acético. A colina é eletroativa
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e sofre oxidacdo em baixos potenciais.’?®*1%" Na presenca do pesticida a conversio de
acetilcolina nos produtos diminui, assim como o sinal elétrico obtido, visto que, a inibicdo faz
com que menos colina seja produzida. Além disso, a corrente anddica é inversamente
proporcional a concentragdo do pesticida.®8719:109 Esse processo estd demonstrado na Figura
9, onde a mesma reacdo que ocorre com a acetilcolina, ocorre também com acetiltiocolina,

seguindo 0 mesmo principio e formando a tiocolina, que também é uma espécie eletroativa.

+ AChE o
A) (CH3);NCH,CH,SCOCH; — (CH3)3NCH3CHZSH+CH3COOH
Acetiltiocolina Tiocolina Ac. Acético

+
+ eletrodo S(‘Hz(‘HzN(CH3)3 + :)-H+ + 2(:-
2(CH3);NCH,CH>SH e SN

Tiocolina (estado oxidado)

.+.
SCH,CH,N(CH3),

(estado reduzido)

B) ?—(CHz),N *(CH,),4 IS~(CH,),N‘ (CH,),
AChE  S—(CH,),N*(CH,), AChE  §—(CH,),N*(CH,),

Complexo
Enzima-Inibidor

Eletrodo o~ g
Determinacdo da [ Inibigao do Pesticida | " ,d;denmr_lgqa?d a
atividade enzimatica atividade residual da enzima

Figura 9. A) ReacGes eletroquimicas envolvidas na resposta de biossensores baseados em

AChE. B) Estratégia para a medicdo da inibi¢cdo da AChE imobilizada.®®

As enzimas podem ser imobilizadas na superficie de um eletrodo e ter sua resposta
mensurada pelo transdutor, sendo os mais utilizados os potenciométricos e amperométricos. O
processo de imobilizacdo das enzimas € o0 passo crucial para o funcionamento do biossensor,
podendo aumentar o tempo de vida do material e a estabilidade enzimética. Em virtude disto,

varias técnicas tém sido estudadas baseando-se na interacdo entre a enzima e o material
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depositado no eletrodo, buscando melhorar propriedades como a sensibilidade, o tempo de
resposta e a reprodutibilidade do biossensor.2#® No processo de imobilizacdo, as enzimas sdo
fixadas em um suporte e isto resulta em varias vantagens comparado as enzimas livres, como
alta estabilidade, possibilidade de reutilizacdo, maior tempo de vida, menor custo e pode ter a
atividade aumentada. Para obter estas vantagens é necessario escolher o método adequado
(suporte e reagentes) para manter a integridade do sitio ativo da enzima, mantendo ele
disponivel para a atividade catalitica. Existem varias técnicas de imobilizacdo podendo
propiciar a adsorcao fisica, ligacdo covalente, aprisionamento, encapsulamento e por ligagdes

cruzadas (cross-linking).””11% As diferentes técnicas estdo resumidas na Figura 10.%

Meétodos de Imobilizacio

! }
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Figura 10. Técnicas de imobilizag&o utilizadas no desenvolvimento de biossensores baseados
em AChE.®

. Adsorcao fisica:

E um dos métodos mais utilizados devido sua simplicidade. Genericamente consiste da
simples deposicéo da enzima na superficie do eletrodo de trabalho e a fixagdo da mesma através
de ligagdes fracas como as forcas de Van der Waals, ligacdes de hidrogénio fracas e interagdes
eletrostaticas entre a enzima e o transdutor. Esse método ndo causa danos a enzima, € uma
maneira simples e de baixo custo de imobiliza¢do, ndo acarreta mudancgas quimicas no suporte

e é reversivel ao permitir a regeneragé@o da enzima livre. Porém, apresenta tempo de resposta
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pequeno, baixa estabilidade operacional e de armazenamento e é sensivel a mudancas de
temperatura, pH e forca idnica, podendo ocorrer dessorcdo das enzimas.!'®!! O suporte
utilizado neste método de imobilizacdo geralmente apresenta superficie ativa, como o grafite e

a alumina.

o Aprisionamento da Enzima:

Aprisionamento em matrizes sol-gel e em estrutura de uma matriz polimérica ou
membrana também tém sido usados na modificag&o dos eletrodos. E feito de forma a reter a
proteina a0 mesmo tempo em que ocorre a penetracdo do substrato. Este método de
aprisionamento, quando ocorre em um polimero insollvel, ocorre o confinamento da enzima
nos espacos formados entre as ligagOes covalentes cruzadas ndo sofrendo nenhuma modificacéo
na estrutura da enzima. Pode-se utilizar também microcéapsulas, de forma que a enzima fique
recoberta pelo sistema, ndo interagindo com o suporte e mantendo facilmente sua atividade. O
método de aprisionamento possui a vantagem de imobilizar vérias enzimas em uma s etapa e
tem como principal desvantagem a diminui¢do da atividade enzimética durante a utilizacéo,
devido a perda de enzimas pelos poros maiores. Adicionalmente, € um procedimento barato e
simples que pode ser feito a temperatura ambiente sem causar danos a enzima. No entanto,
apresentam problemas de reprodutibilidade, controle do tamanho do poro e barreiras de

difusdo.®6112

. Ligacdo Covalente:

E um método muito utilizado por permitir que a enzima se ligue fortemente ao suporte
solido com grupos reativos como hidroxila, carbonila, amino, fenélico, imidazélico e tiol,
diminuindo o processo de dessorcdo e permitindo uma maior estabilidade quanto a variagfes
de pH, forca idnica e natureza do solvente. E o procedimento mais utilizado, por exemplo para
AChE, onde a enzima pode ser ligada covalentemente na superficie do transdutor através de
uma ligacdo covalente estavel entre grupos funcionais da enzima e do transdutor. O método tem
bom tempo de resposta, ndo apresenta barreiras de difusdo e por ter uma vasta gama de escolhas
para selecionar o material portador, torna-se flexivel quanto a propriedades quimicas e fisicas
especificas. Apesar disso, € necessaria uma grande quantidade de enzima e os procedimentos
sdo complicados e caros.®® Adicionalmente, pode ocorrer perda de atividade devido a possiveis

ligagBes com os grupos funcionais dos sitios ativos da enzima.
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o Ligacdes cruzadas:

Trata-se da fixagcdo da enzima por ligacdes covalentes cruzadas entre a enzima e 0S
grupos funcionais do suporte. Cria-se uma rede através de reagentes reticulantes e ativadores,
como diazobenzidina, carbodiimida, &cido bisdiazobenzidinico, triclorotriazina, sendo que o
reagente mais empregado é o glutaraldeido, pois confere a enzima uma boa estabilidade. A
partir do glutaraldeido forma-se oligoglutaraldeido, que se liga covalentemente a extremidade
amino da enzima, formando entdo uma rede. Ocorre também ligacdo cruzada via interacoes
fisicas (i6nicas), onde atracdes eletrostaticas fortes passam a ocorrer entre as regides catidnicas
do polimero e anibnicas de uma molécula ligante. Esse procedimento € rapido, simples e é
realizado em etapa Unica, porém ele apresenta baixa estabilidade por ser sensivel a mudancas
de pH e forga idnica do meio.11°

o Eletropolimerizagé&o:

Este € um método simples que envolve a imobilizacdo controlada de enzimas na
superficie de eletrodos. Consiste da aplicacdo de um potencial ou corrente ao transdutor imerso
em solugdo contendo a enzima e as moléculas do mondémero. O polimero € formado na
superficie do eletrodo, e as moléculas da enzima préximas a superficie do eletrodo séo
incorporadas fisicamente dentro da rede do polimero em crescimento. A eletropolimerizacéo
pode ser feita ao se manter o filme em um potencial de oxidac&o adequado ao monémero ou ao
usar voltametria ciclica consecutiva em uma regido de varredura potencial adequada. Esse tipo
de procedimento tem a habilidade de revestir o eletrodo, controlar a espessura do filme e
prevenir interferéncias ou incrustacdo do eletrodo. Mas o processo € restrito a polimeros

condutores, o que limita os tipos de superficies que podem ser eletropolimerizadas.8.-110

Investigacdo de novas metodologias de modificagdo de materiais para melhorar a
imobilizacdo de enzimas, e por consequéncia a sensibilidade dos biossensores tém sido
constantemente estudadas. O uso de materiais como 0s polimeros condutores com
nanoparticulas de ouro e nanotubos de carbono ou Oxido de grafeno combinado com
nanoparticulas de ouro e polimeros condutores mostram-se promissores como matrizes para
diferentes métodos de imobilizagdo de enzimas, bem como o uso de diferentes transdutores.

As metodologias de imobilizagcdo buscam evitar o desprendimento da enzima, para que
ndo sejam necessarios processos de pré-tratamento demorados.!®® No entanto, busca-se
também, cada vez, mais simplificar a metodologia de imobilizacdo. Como as propriedades dos

polimeros condutores, como a espessura do filme, grau de funcionalizacdo, condutividade,
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podem ser ajustadas conforme a necessidade, neste trabalho objetivamos sintetizar e estudar
filmes de nanocompdsitos de polipirrol com nanoparticulas de ouro dopados com um corante e
surfactante afim de se obter um material melhorado que permita o desenvolvimento de um
biossensor com elevada sensibilidade, utilizando-se um método simples, mas efetivo para a

imobilizagéo da enzima AChE.

2.3.3. Pesticidas

Pesticidas sdo substancias quimicas naturais ou sintéticas e passaram a ser explorados
na década de 1940, para combater pragas nas atividades agricolas e pecuérias e também para o
controle de doengas (Chagas, Maléria e Febre Amarela). Eles sdo classificados de acordo com
a sua finalidade, como bactericida, fungicida ou inseticida. Atualmente, pesticidas continuam
tendo papel fundamental no controle de doencas, bem como a prevencdo da perda de cerca de
40% dos alimentos produzidos na agricultura. No entanto, o uso descontrolado destes pesticidas
resulta em contaminagdo ambiental e problemas de salide na sociedade.!

No Brasil, os pesticidas foram utilizados primeiramente em programas de satde publica
e a partir da década de 1960 passou a ser usado mais intensivamente na agricultura. Atualmente,
é 0 maior consumidor de agrotéxicos do mundo, devido a sua extensa area de plantio e por
ainda ser liberada a utilizacdo de produtos que j& foram proibidos na Unido Europeia e Estados
Unidos.!t?

Todos os pesticidas sdo substancias toxicas, e seu perigo ao ser humano esta relacionado
com a toxicidade do composto, o grau de contaminacdo e o tempo de exposic¢do ao produto. A
toxicidade pode ser medida de varias maneiras, mas geralmente em humanos ¢é baseada em
testes realizados em ratos ou em outros animais. A avaliagdo mais comum de toxicologia é dada
pela dose letal 50, ou DLso, que € definida como a dose derivada de uma substancia que causara
previsivelmente a morte de 50% de uma populacdo de animais testados, a qual pode ser
administrada por via oral, dérmica, inalacdo ou intravenosa. Quanto menor for o valor de DLsy,
mais toxico sera o pesticida.l**

Atualmente, mais de 800 ingredientes que pertencem a mais de 100 classes de
substancias encontram-se presentes em varios pesticidas comerciais. Dentre 0s grupos mais
importantes, destaca-se 0s pesticidas organoclorados, organofosforados e organonitrogenados.

Os pesticidas organofosforados (OPs) e organonitrogenados tornaram-se 0S mais
utilizados, pois apresentam meia-vida ambiental pequena, menor toxicidade comparada a

organoclorados e uma ampla faixa de aplicagdo e baixo custo.” Os pesticidas da classe OPs s&o
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os mais utilizados mundialmente, entre eles, destacam-se os compostos clorpirifos, metil
paration, monocrotofds e paraoxon. Esses compostos consistem de um atomo central de fosforo
com uma ligacdo dupla com oxigénio ou ligacdo dupla com enxofre, conforme mostra o
esquema da Figura 11, onde R! e R? sdo geralmente grupos alquil ou aril e o grupo X pode ser
qualquer grupo entre uma variedade de grupos alifaticos, aromaticos ou heterociclicos,

substituidos e ramificados, que ligam-se ao atomo de fosforo e atuam como grupo de saida.t®

R' O (or S)

N
[

R

Figura 11. Estrutura de pesticidas organofosforados.!!®

O uso intensivo de OPs pode levar a envenenamento agudo e crbnico além de
neurotoxicidade, por isso torna-se necessario o estudo de matérias que possam detectar essas

espeécies para a protecdo da saude, seguranca alimentar e ambiental.
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3. METODOLOGIA

Filmes de PPi-IC, PPIi-IC-DS, PPi-IC-NPAu e PPi-IC-DS-NPAu foram
eletroquimicamente sintetizados por voltametria ciclica a 10 e 25 °C. A solucdo de sintese
conteve pirrol (Pi), indigo-carmim (IC), dodecilsulfato de sddio (DS) e &cido clorodurico
triidratado (HAuCl4.3H20). Os filmes de polipirrol e de nanocompositos obtidos foram
caracterizados por Voltametria Ciclica (VC), Espectroscopia no Infravermelho com
Transformada de Fourier (FTIR-ATR), Espectroscopia Ultravioleta-Visivel (UV-VIS-NIR),
Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) e Espectroscopia RAMAN.

3.1. LIMPEZA DOS ELETRODOS DE TRABALHO

Previamente ao uso, os eletrodos de trabalho FTO-vidro (placa de vidro a qual é
industrialmente depositado 6xido de estanho dopado com flior) passam por um processo de
limpeza, que consiste, primeiramente em deixar 0S mesmos imersos em uma solugéo aquosa de
detergente comercial em um béquer no banho de ultrassom por 15 minutos; na sequéncia o
mesmo procedimento ocorre com imersdo em acetona e etanol em banho de ultrassom por 15
minutos, respectivamente. Entre cada etapa os vidros sdo lavados com agua deionizada e ao fim

do processo sao colocados em estufa a 50 °C para secagem.

3.2. DEPOSIQAO DE PLATINA

Antes da eletropolimerizacdo do pirrol, depositou-se um filme de platina sobre o
substrato de FTO-vidro afim de melhorar a aderéncia dos filmes ao FTO-vidro. Utilizou-se o
método de cronopotenciometria, aplicando-se uma corrente de -2,0 mA durante 120 s. Para essa
deposicdo foi utilizada uma solucdo aquosa de 4&cido cloroplatinico hexahidratado
(H2PtCls.6H20) 5,0 mmol L como eletrdlito em uma cela eletroquimica contendo dois
eletrodos conectados a um potenciostato/galvanostato AUTOLAB, modelo 302N. Como
eletrodo de referéncia e contra-eletrodo foi utilizado um fio de platina, Degussa S. A., com 99
% de pureza conectado a uma placa de platina de (0,9 x 1,3) cm? com 99 %, Platilab Ltda e 0
eletrodo de trabalho foi 0 FTO-vidro. A deposicéo foi realizada a 25 °C.

3.3. SINTESE ELETROQUIMICA DOS FILMES DE POLIPIRROL

Para o preparo das solugdes de sintese, o pirrol foi previamente destilado e armazenado
em ambiente refrigerado a 4 °C. Todos os filmes de polipirrol (PPi-IC, PPi-IC-DS,
PPi-IC-NPAu e PPi-IC-DS-NPAu) e nanoparticulas de ouro (NPAu) foram eletropolimerizados

39



a 10 e 25 °C, utilizando-se um banho termostatico Tecnal para o controle da temperatura. Este
método seguiu-se conforme ja previamente descrito na literatura.

Para a sintese dos filmes foram preparadas solugdes aquosas de Pi (0,1 mol L), IC
(0,005 mol L), NaDS (0,1 mol L) e HAuUCI4.3H20 (0,006 mol L) em um volume total de
25 mL. Os filmes foram eletropolimerizados em uma cela eletroquimica contendo trés eletrodos
conectados a um potenciostato/galvanostato AUTOLAB, modelo 302N aplicando a técnica de
voltametria ciclica (VC) (faixa de potencial entre -0,3 a 1,3 V, por 3 ciclos, com velocidade de
varredura de 30 mV s) utilizando um eletrodo de referéncia (Ag | AgCl | CI) (sat), ALS. com
didmetro de 0,4 cm, e um contra-eletrodo consistindo de um fio de platina, Degussa S. A. com
99,9 % de pureza, conectado a uma placa de platina de (0,9 x 1,3) cm? com 99,9 % de pureza,
Platilab Ltda. O eletrodo de trabalho consistiu no FTO depositado com Pt, Solaronix, cortado
nas dimensdes (2 cm x 1 cm), com resisténcia de 15 Q.cm™ e espessura total de 2,2 mm. Os
filmes foram sintetizados sobre uma area de 1 cm?, delimitada com fita adesiva. Através deste
método obtém-se filmes finos de polipirrol auto suportados sobre a superficie do eletrodo de

trabalho de FTO-vidro, conforme ilustra a Figura 12.

i )
FTO
Sintese
. o« | Eletroquimica
L 7’
- | o
- g
s x (voltametria ciclica,
de -0,3 a +1,3V, W PPLIC
: a 30mV/s .
> :
: Fgrgn:&) ) por 3 ciclos, W PPI-IC-DS
0,
e aineany * NPAu
HAUC'.; (6mM)
h 4

Figura 12. Esquema ilustrando a sintese dos materiais poliméricos sintetizados.

3.4. CARACTERIZACAO ESTRUTURAL

Para a caracterizacdo estrutural, os filmes foram sintetizados pelo método de voltametria
ciclica conforme descrito na se¢do 3.3, mas utilizando como eletrodo de trabalho uma placa de
platina de 1,5 cm?. Os filmes foram raspados para posterior caracterizagdo através de
espectroscopia no infravermelho com acessorio de reflexdo atenuada por um espectrémetro
Alpha-Bruker.
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Também foi realizada a caracterizacdo através de espectroscopia Raman, na qual as
medidas foram realizadas diretamente nos filmes depositados sob FTO-vidro. Os espectros
foram obtidos usando um laser de ions He-Ne no comprimento de onda de 633 nm, em um
iIHR320 Imaging Spectrometer-HORIBA. Os filmes sintetizados a 10 °C contendo a enzima
AChE imobilizada também foram caracterizados por espectroscopia Raman.

3.5. CARACTERIZACAO MORFOLOGICA

A morfologia dos filmes de nanocomposito PPi-I1C, PPi-IC-NPAu e PPi-IC-DS-NPAu
sintetizados em diferentes temperaturas foi caracterizada através de imagens de microscopia
eletrénica de varredura. Os filmes a 10 °C imobilizados com a enzima AChE também foram
caracterizados. Previamente as analises, os filmes foram recobertos com carbono. As imagens
foram adquiridas com uma tensdo de acelaracao de 15 kV através de um microscopio eletrénico
de varredura JSM 5800.

3.6. CARACTERIZACAO ELETROQUIMCA

Todas as caracterizagbes  eletroquimicas  foram  realizadas em um
potenciostato/galvanostato AUTOLAB, modelo 302N. O método de voltametria ciclica foi
realizado utilizando como eletrélito uma solugdo de LiCIO4 0,1 mol L, na faixa de potencial
entre -1,0 e +1,0 V, por 6 ciclos, com velocidade de varredura de 50 mV s?. A célula
eletroquimica foi montada com trés eletrodos, sendo FTO modificado com os filmes de PPi o
eletrodo de trabalho, o eletrodo de referéncia (Ag | AgCl | CI) (sat), e contra-eletrodo

consistindo de um fio de platina conectado a uma placa de platina de 0,9 x 1,3 cm?.

3.7. CARACTERIZACAO OPTICA

Os filmes foram caracterizados opticamente por espectroscopia UV-VIS-NIR,
utilizando um espectrofotébmetro Perkin Elmer Lambda 25, na faixa de varredura entre 300 e
2200 nm.

3.8. IMOBILIZACAO DA ACETILCOLINESTERASE

A solugdo de enzima Acetilcolinesterase (AChE E.C.3.1.1.7) Tipo VI-S obtida de
Electrophorus electricus (Poraqué), Sigma-Aldrich, foi preparada em tampéo fostato de sodio
(0,1 mol.L'Y) pH 7,0 a uma concentragéo de 50 U e posteriormente foi imobilizada por adsorgao
fisica sob os filmes poliméricos (PPi-IC, PPi-IC-Au e PPi-IC-DS-Au) por drop casting,
utilizando 50 pL da solugdo. A secagem do eletrodo ocorreu em temperatura ambiente por 24h.

41



3.9. CARACTERIZA(;AO ELETROQUIMICA DO BIOSSENSOR

A caracterizacdo eletroquimica dos filmes sintetizados a 10 °C, modificados com a
enzima AChE (PPi-IC-AChE, PPi-IC-NPAu-AChE, PPi-IC-DS-NPAu-AChE) foi realizada
através do método de voltametria ciclica, utilizando, primeiramente como eletrolito uma
solucéo de cloreto de acetiltiocolina (ATCI), Sigma-Aldrich, 99 % de pureza, (0,5 mmol L?)
na faixa de potencial entre -1,0 e 1,0 V, por 3 ciclos em uma velocidade de varredura de 5 mV
s, Também foi realizada a caracterizagdo utilizando como eletrolito uma solugdo de
ferri/ferrocianeto de potéassio (1,0 mmol L) em 1,0 mol L de KCI, seguindo 0os mesmos
parametros anteriores. Para estas caracterizacGes, utilizou-se um eletrodo de referéncia
(Ag | AgCl | CI") (sat), Metrohm, um contra-eletrodo consistindo de um fio de platina conectado

a uma placa de platina de 0,9 x 1,3 cm? e o eletrodo de trabalho.

3.10. DETECCAO ELETROQUIMICA DE PESTICIDAS

A detecgdo eletroquimica do pesticida organofosforado metil paration (MP), Sigma
Aldrich, 99,8% de pureza, foi realizada atraves do método de voltametria ciclica, partindo-se
de uma soluc&o estoque de MP (1,92 mmol L) em acetonitrila. Para as solucdes de trabalho,
esta solucdo estoque foi posteriormente diluida em tampé&o fosfato de sédio (0,1 mol L?) pH
7,0, numa faixa de concentracio entre 1x10° e 1,15x107 mol L. Utilizou-se uma cela
eletroquimica com 3 eletrodos, sendo eles, eletrodo de referéncia, Metrohm, Ag/AgCl, contra-
eletrodo de platina e eletrodo de trabalho contendo os filmes com a enzima AChE previamente
imobilizada. A voltametria ciclica foi realizada na faixa de potencial entre -1,0 e +1,0 V, com
velocidade de varredura de 5 mV s, por 2 ciclos. Como eletrolito utilizou-se solugdo tampéo
contendo ca. de 5 mL de ATCI (0,5 mmol L?). Para as inibi¢ces enzimaticas, os filmes
modificados foram imersos por 5 minutos em cada solucdo de concentracdes diferentes do
pesticida, sendo realizada a voltametria ciclica em eletrélito de ATCI na sequéncia ap6s cada

imersdo, para avaliar a deteccao.
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4. RESULTADOS

4.1. CARACTERIZACAO ESTRUTURAL

Andlises de FTIR-ATR (Figura 13) foram realizadas com o objetivo de confirmar a
presenca dos dopantes na matriz polimérica dos filmes PPi-IC-DS, PPi-IC-NPAu e
PPi-IC-DS-NPAu. As bandas tipicas do PPi podem ser observados nos espectros dos trés
filmes, conforme indicado pelas setas. Em 1527 cm™ observa-se a banda caracteristica da
deformacdo angular N-H do PP1.32 Bandas atribuidas as deformagGes angulares no plano das
ligagGes C-H, N-H e C-N-C do anel do PPi s&o observadas em 1010 cm™ e 960 cm™. As bandas
em 1611, 1476 e 1041 cm™* estdo associadas ao estiramento das ligagdes C=C, C-C e C-N, bem

como as vibracdes do anel do PPi.

PPi-IC-NPAuU y
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Figura 13. Espectros de FTIR-ATR para os filmes de PPi-IC-DS, PPi-IC-DS-NPAu e
PPi-IC-NPAu, indigo-carmim (IC) e dodecilsulfato (DS) (inset).

A incorporacdo dos dopantes na matriz polimérica dos filmes pode ser observada,
primeiramente através da presenga de IC (linhas pontilhadas na Figura 13), sugerida pelas
bandas em 900 cm, 1026 cm, 1094 cm™ e 1630 cm atribuidos as vibragdes S-O, C-N-C, C-
O e C=0 do IC, respectivamente. A presenca de DS pode ser confirmada ao se comparar 0S
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filmes PPi-IC-DS-NPAu e PPi-IC-NPAu, com as bandas tipicas do dodecilsulfato em 2850 cm™
e 2920 cm? (linhas tracejadas no inset da Figura 13) atribuidas ao estiramento C-H. Também
foram observados deslocamentos das bandas vibracionais dos filmes com NPAu em relacéo aos
filmes sem nanoparticulas, o que sugerem interacdes quimicas entre PPI, IC, DS e as AuNPs.5!

A formacdo de NPAu durante a eletropolimerizacdo € sugerida através da intensificacéo
das bandas em 1216, 1373 e 1739 cm™ (indicadas com # na Figura 13) observadas nos espectros
dos nanocompositos. Tais intensificacdes podem resultar de um efeito de absorcédo de radiacado
infravermelho intensificado pela superficie (SEIRA, do inglés Surface Enhanced Infrared
Absorption), o que ndo é observado nos filmes sem NPAu. Esse efeito & observado em
moléculas adsorvidas sobre superficies metélicas nanoestruturadas, que resultam em bandas de
absorcéo de dez a mil vezes mais intensas do que seria observado para a mesma molécula na
auséncia do metal.'” Apesar de predominar o comportamento de bulk em relacéo a superficie
do nanocomposito, ainda assim foi possivel visualizar o efeito de intensificagéo.

Os filmes também foram estudados por espectroscopia Raman (Figura 14), que é uma
importante técnica para a obtencdo de informac6es estruturais de um material, bem como €
usada como uma técnica complementar ao infravermelho, fornecendo uma caracterizacao
estrutural definida.!*®'® Em todos os espectros é possivel verificar a presenca do polipirrol,
com bandas caracteristicos em 1596 cm, relacionada a0 modo vibracional de estiramento
C=C, em 1378 cm™, atribuida ao estiramento C-C do anel interno e outra banda localizada em
1051 cm referente & deformacao angular C-H no plano do PPi oxidado.*82%12! Dyas das mais
importantes bandas vibracionais do PPi aparecem em 934 and 984 cm™!. A banda em 984 cm™!
¢ relacionada a forma quinoide do anel pirr6lico (forma reduzida), enquanto que a banda em
934 cm! ¢ associada com o anel benzoico (forma oxidada).!?? Considerando a razdo entre as
intensidades destes modos vibracionais (Io34 / Iogs) para PPi-IC-NPAu, PPi-IC e PPi-IC-DS-
NPAu (1,1, 1,1 e 1,2, respectivamente), verificamos que o grau de dopagem dos

nanocompositos contendo os dois dopantes (IC e DS) € ca. 10% maior.
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Figura 14. Espectros Raman para os filmes PPi-IC (a), PPi-IC-NPAu (b) e
PPi-IC-DS-NPAu (c).

Ao comparar o espectro Raman obtido para o filme de PPi-IC (Figura 14 (b)) com os
espectros de PPi e IC encontrados na literatura,*®123 ¢ possivel observar bandas que confirmam
a presenca do IC. Em 1633 cm™ observa-se um ombro, correspondente ao estiramento C=0, e
em 1464 cm™ aparece uma banda de baixa intensidade, atribuida ao anel aromatico, ambas as
bandas atribuidas ao IC. Algumas bandas (1051, 984 e 934 cm™) sofreram um deslocamento
no filme dopado com IC em relacdo aos nimeros de onda encontrados na literatura para filmes
de polipirrol (1040, 980 e 944 cm™), o que pode ser indicio de que o dopante esta interagindo
com o polimero.t?*

A presenga de NPAu geralmente aumenta a intensidade das bandas Raman devido ao
efeito de ressonancia de plasmon de superficie localizado, resultando no espalhamento Raman
intensificado pela superficie (SERS, do inglés surface-enhanced Raman scattering).*?%'2> No
entanto, ndo ficou evidente nenhuma intensificacdo, possivelmente porque nos filmes
poliméricos predomina o comportamento bulk e ndo o de superficie e consequentemente, a

intensidade dos sinais Raman foram similares para os trés filmes.
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4.2. CARACTERIZACAO MORFOLOGICA

Anaélises de microscopia eletrdnica de varredura (MEV) foram realizadas com os filmes
de polipirrol eletropolimerizados na presenca de indigo-carmim, dodecilsulfato de sodio e
nanoparticulas de ouro, a fim de analisar a morfologia dos mesmos. Nas Figura 15a, b, ce d

encontram-se as imagens de MEV dos nanocompdsitos sintetizados em diferentes temperaturas.

Figura 15. Imagens obtidas por MEV dos filmes de nanocompdsitos sintetizados em diferentes
temperaturas: a) PPi-IC-NPAu (10°C), b) PPi-IC-NPAu (25°C), ¢) PPi-IC-DS-NPAu (10°C) e
d) PPi-IC-DS-NPAu (25°C).

Os filmes sintetizados a 10 e 25 °C na auséncia de DS (Figura 15 a e b) ndo apresentam
grandes alteracGes nas suas morfologias, uma vez que para ambas as temperaturas se verificam
superficies bem homogéneas. Ao levar-se em consideracdo 0 aumento da concentracdo de
precursor de ouro utilizada na solucdo de sintese, observa-se que esse fator também nao afeta
significativamente a morfologia dos filmes obtidos.!** No entanto, com a incorporagio do
dopante DS nos nanocompdsitos, notam-se alterag@es significativas na morfologia superficial,
como mostra as Figura 15 c e d, onde os filmes passam a apresentar globulos e lamelas. Essas
mudangas na morfologia podem estar atribuidas as caracteristicas distintas das estruturas

moleculares dos dopantes (Figura 16), que competem para intercalarem-se com o PPi durante
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sua sintese, 0 que acaba resultando em diferentes morfologias. Levando-se em consideracdo o
carater dianiénico do IC, o mesmo pode atuar como ponte entre as cadeias poliméricas,
provendo uma maior organizacdo e levando a formacéo de lamelas; o DS, que foi usado acima
da sua concentracdo micelar critica (CMC), leva a um crescimento de glébulos, de forma
semelhante a dopantes inorganicos. Portanto, a dopagem por DS atribui ao polimero maior area
superficial, quando comparado ao efeito do IC. Estas observagdes sugerem que o dopante é o

principal responsavel pelas propriedades morfologicas do filme.

0P
/\/\/\/\/\/\o/ \0— Na+

(@) (b)

Figura 16. Imagem ilustrativa bidimensional exemplificando a interacdo entre as moléculas dos
dopantes com as cadeias poliméricas de PPI e estruturas quimicas do a) DS e b) IC.

Segundo a literatura, a concentracio de dopante também pode afetar a morfologia dos
filmes, por exemplo, quando filmes de PPi sdo sintetizados a partir de solugdes aquosas de DS
com concentracfes abaixo ou acima da CMC, obtém-se diferentes morfologias. No caso de
concentracdo abaixo da CMC, onde ndo ocorre formacdo de micelas, o material apresenta
apenas morfologia globular. Ao se utilizar concentracdo de DS acima da CMC, podem ocorrem
alteracbes na morfologia na forma de estruturas tubulares, uma vez que ha melhor difusdo de
ions, decorrente da formacao de micelas.

O mapeamento quimico feito através de EDS nos nanocompositos sintetizados em
diferentes temperaturas (Figura 17) evidencia a presenca de oxigénio, enxofre (elementos
presentes nas moléculas de IC e DS), nitrogénio (elemento presente na molécula de pirrol) e
ouro nos filmes de PPi-IC-NPAu e PPi-IC-DS-NPAu. Com base nessa analise, é possivel

observar que a presenca de ouro ndo afeta a distribuicdo dos agentes dopantes na matriz do PPi,
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gue se apresentam homogeneamente distribuidos (nesta ordem de grandeza) em todos os filmes,
0 que se encontra de acordo com resultados ja obtidos na literatura.®

)

)

)

)

Figura 17. Mapeamento EDS dos filmes sintetizados em diferentes temperaturas: (a-d)
PPi-IC-NPAu (10°C), (e-h) PPi-IC-NPAu (25°C), (i-m) PPi-IC-DS-NPAu (10°C), e (n-q)
PPi-1C-DS-NPAu (25°C). Elementos: (a, e, i, n) oxigénio, (b, f, j, 0) enxofre, (c, g, |, p) ouro,
e (d, h, m, g) nitrogénio.

4.3. CARACTERIZACAO ELETROQUIMICA

Analises de voltametria ciclica foram realizadas nos filmes sintetizados a fim de estudar
0 comportamento eletroquimico dos mesmos. A Figura 18 apresenta os voltamogramas dos
filmes de PPi-IC e PPi-IC-NPAu sintetizados a 10 e 25 °C. A partir desses voltamogramas é
possivel observar que, independente da temperatura de sintese, as nanoparticulas de ouro na
matriz do polimero facilitam o transporte de carga, resultando em um aumento na densidade de
carga e nas correntes de pico redox do polimero. Esses aspectos indicam que as NPAu podem
melhorar a mobilidade de carga por hopping devido a sua boa condutividade, além de
proporcionarem um aumento do caminho de conducdo. Adicionalmente, permitem maior
acumulacdo de carga na superficie do eletrodo modificado, explicando o aumento simultaneo

da corrente capacitiva e faradaica como resultado da maior area eletroativa.
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Figura 18. Quinto ciclo dos voltamogramas dos filmes de PPi-IC e PPi-IC-NPAu sintetizados
em diferentes temperaturas. Velocidade de varredura de 50 mV s em solugdo 0,1 mol L de
LiClOa.

O aumento de temperatura de sintese resultou em voltamogramas com densidade de
carga e correntes de pico maiores. Para a temperatura de 10 °C ocorre uma cinética de reacéo
mais lenta, resultando na formacdo de filmes menos espessos (visivelmente perceptivel).
Também foi possivel verificar um aumento na densidade de carga devido a uma maior
concentragéo de precursor de ouro na solucio de sintese (6,0 mmol L, deste trabalho, e 1,0
mm L, da literatura).!'® Para 6,0 mmol L de precursor de ouro, obteve-se uma diferenca na
densidade de carga de 304% para o filme PPi-IC-NPAu em relacdo ao filme PPi-IC, por outro
lado, utilizando 1,0 mmol L de precursor de ouro, obtém-se uma diferenca bem menor, de
apenas ca. 19%. Portanto, 0 aumento na concentracdo de HAuUCI4 na sintese leva a um aumento
consideravel da éarea eletroativa do nanocompdsito.*®

A Figura 19 apresenta os voltamogramas de todos os filmes sintetizados a 25 °C (PPi-IC,
PPi-1C-DS, PPi-IC-NPAu e PPi-IC-DS-NPAu), com a finalidade de mostrar as diferencas nas
propriedades eletroquimicas desses materiais em funcdo da presenca do surfactante DS na

matriz do polimero.
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Figura 19. Voltamogramas dos filmes sintetizados a 25 °C. Velocidade de varredura de
50 mV st em solugdo 0,1 mol L de LiCIO4. Quinto ciclo.

Comparando os voltamogramas dos filmes, podem-se observar algumas mudancas nos
pardmetros eletroquimicos, que estdo resumidos na Tabela I1l, como o aumento de densidade
de corrente quando se utiliza dois dopantes, o que pode ser resultado do maior nivel de dopagem
e decorréncia da maior concentracdo total. Apesar da caracteristica quase-reversivel, a presenca
de DS parece aumentar a reversibilidade (razdo entre densidades de corrente mais proximo de
1), a0 mesmo tempo que aumenta a resisténcia a transferéncia de carga (maior AEp) no filme
PPi-IC-DS. Por outro lado, a incorporagdo de NPAu em PPi-IC-DS, diminui a reversibilidade
enguanto gue a transferéncia de carga aumenta, ao contrario do que acontece na auséncia de DS
no nanocomposito de PPi-IC-NPAu, possivelmente por ocorrer uma mudanca na interacao
entre polimero e dopante na presenca das NPAu. De forma geral, todos os filmes apresentaram
razdo entre densidades de corrente proxima de 1.

Tabela I1l. Pardmetros eletroquimicos obtidos por VC dos filmes de polipirrol sintetizados a 25
°C.

Filme Ja Je lja/jc]  Epa Epc AEp [(Ea+ Ec/2)]
(MAcm?) (mAcm?) (V) N (V)

PPi-IC 0,62 -0,51 1,22 0,24 -0,04 0,28 0,10

PPi-IC-DS 1,08 -1,18 091 043 -0,66 1,09 -0,12

PPi-IC-NPAu 1,25 -1,07 1,17 +0,52 -0,23 0,75 0,14

PPi-IC-DS-NPAu 1,70 -1,43 1,19 +0,39 -0,41 0,80 -0,01
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Através dos voltamogramas da Figura 19, verifica-se ainda que maiores densidades de
carga e corrente sdo observadas para o nanocomposito PPi-IC-DS-NPAu, sendo ca. de 42,3%
maior comparado ao nanocomposito PPi-IC-NPAu. Isso pode ser atribuido a um melhor
processo de dopagem do PPi quando DS encontra-se presente nos filmes, podendo estar
relacionado com a morfologia onde uma maior area superficial leva a maior incorporacao de
NPAu, corroborando com os resultados obtidos por Raman (Figura 14).1% Os valores das
densidades de carga calculadas para todos os filmes sintetizados a 25 °C encontram-se na Figura
19, mostrando que o nanocomposito PPi-1C-DS-NPAu apresenta a maior corrente capacitiva e
separacgdo de carga. Adicionalmente, a adicdo de nanoparticulas de ouro dobra a densidade de

carga dos filmes de polipirrol, tanto na presenca quanto na auséncia do surfactante.

4.4, CARACTERIZACAO OPTICA
4.4.1. Filmes de nanoparticulas de ouro

Espectros de extin¢do na regido UV-VIS (Figura 20), que combinam efeitos de absorcao
e de espalhamento, foram obtidos para confirmar a formagdo de NPAu através do método
eletroquimico utilizado para a sintese dos filmes de PPi em diferentes temperaturas (secao 3.3).
Para isso, utilizamos os mesmos parametros descritos na se¢do 3.3, mas utilizando apenas a
solugdo de HAUCI4 (6,0 mmol L) no eletrélito. Para o filme de NPAU sintetizado a 10 °C pode-se
observar a formacdo de duas bandas distintas, em ca. de 538 nm e 670 nm; e, para o filme
sintetizado a 25 °C, encontra-se uma banda larga em ca. de 625 nm, com um ombro em ca. de
538 nm. De acordo com trabalhos descritos na literaturat?®'2’, 0 modo de propagacio do plasmon
na superficie da nanoparticula pode ser afetado pela distancia interparticula, deslocando a banda
ou surgindo um ombro em maiores comprimentos de onda. Por outro lado, as duas bandas
presentes no filme de NPAu a 10 °C sugere que as nanoparticulas possuem diferentes tamanhos,
sendo que a banda plasménica em maiores comprimentos de onda é resultante de uma menor
forca restauradora no modo de oscilacdo dos plasmons presentes em nanoparticulas com
didmetros maiores.*?® A maior dispersdo de tamanho obtida na sintese em menor temperatura
pode ter origem da menor energia cinética da reacdo de reducdo do Au*® para Au°, criando mais
pontos de nucleacdo no substrato. Como o crescimento de nanoparticulas é governado pelo
tempo de reacdo, podem ocorrer formacéo de clusters proximos, que se aglomeram e formam

nanoparticulas de tamanhos diferentes.>’ 1?8
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Figura 20. Espectros de extingdo dos filmes de NPAu sintetizados a 10 e 25 °C.

4.4.2. Filmes de Polipirrol

Os espectros de absor¢do na regido do ultravioleta-visivel-infravermelho proximo foram
obtidos com o objetivo de estudar o nivel de dopagem dos materiais sintetizados. Esse estudo foi
baseado no fato de que os niveis de energia do polipirrol (bem como o intervalo de energia entre
eles) sdo modificados gradualmente pelo processo de dopagem, como mostra a Figura 21, que
informa as energias relacionadas com as transic¢oes eletronicas de filmes de PPi (dopado com
ClOs) com diferentes graus de dopagem.?® Como esse processo depende fortemente dos
dopantes utilizados para a sintese do polipirrol, espera-se que os efeitos provocados pela

presenca de IC e DS na matriz do polimero sejam diferentes.
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Figura 21. Espectros de absorcdo Optica de polipirrol dopado com ClO4 para diferentes
concentragdes do dopante.?8

Os espectros de absorcao (Figura 22) mostram que na presenca do DS, ha uma diminuicdo
da absorcdo em valores altos de energia, em torno de 3,6 eV (correspondente a transi¢do da BV
paraa BC), aparecendo uma banda de absor¢do em torno de 2,7 eV (transicéo da BV para o polaron
antiligante).?® Sugere-se que este comportamento seja decorrente ao maior nivel de dopagem dos
filmes de polipirrol dopado com os dois dopantes, corroborando os resultados obtidos por Raman.
Por outro lado, a presenca de nanoparticulas de ouro parecem ndo afetar significativamente o grau
de dopagem do material. Comparando os filmes sintetizados a 10 °C com os filmes a 25 °C,
observa-se que o nivel de dopagem € maior para os filmes sintetizados em menor temperatura, 0

que pode ser confirmado pela presenga da banda bipolaron bem definida em 1,0 eV (inset da
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Figura 22), ao invés das bandas polaron em ca. de 0,7 e 1,4 eV que aparecem apenas nos filmes

sintetizados a 25 °C.
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Figura 22. Espectro de absor¢do UV-VIS-NIR dos materiais sintetizados.

A dopagem pelo indigo-carmim é evidenciada através da banda de absor¢do em
2,0 eV, visivel nos espectros dos filmes de PPi-IC, sugerindo que a incorporacdo deste
corante na matriz polimérica é favorecida na auséncia de outras espécies que possam atuar como
dopante. O DS, apesar de apresentar um tamanho de cadeia relativamente grande, foi utilizado
para a sintese dos filmes em uma concentracdo consideravelmente maior que do IC (100:5),
sendo possivelmente o principal responsavel pela dopagem desses filmes (segundo sugere a
morfologia dos materiais, na Figura 15). Ao analisar o filme com nanoparticulas de ouro
(PPi-IC-NPAu), a absorcdo de IC também ndo é observada, pois a solucdo de sintese desse
filme possui também ions cloreto que sdo provenientes do acido cloroaurico, que é empregado
como precursor das nanoparticulas que possuem mobilidade idnica superior ao IC. Porém, isso
ndo impediu que o material apresentasse evidéncias da dopagem com IC, fornecidas pelas
analises estruturais, morfologicas e Opticas. A dopagem puramente com cloreto resultaria em

morfologia globular.%®
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Com base na caracterizagao estrutural, morfoldgica, eletroquimica e dptica dos filmes
de PPi, optou-se em aplicar os filmes sintetizados a 10 °C como biossensores devido ao maior

grau de dopagem, menor espessura e menor corrente capacitiva.

4.5. CARACTERIZACAO ESTRUTURAL DO BIOSSENSOR

De acordo com espectros encontrados na literatura para a enzima AChE, ela possui
alguns grupamentos vibracionais caracteristicos;'?® adicionalmente, sua interagio com a
superficie de imobilizacdo pode resultar em alteragdes dos espectros Raman. A Figura 23
compara os espectros Raman para os filmes PPi-IC, PPi-IC-NPAu e PPi-IC-DS-NPAu antes (i)
e apos a imobilizacdo da enzima AChE (ii). De acordo com os espectros obtidos, fica evidente
a imobilizacdo da enzima AChE nos filmes PPi-IC e PPi-IC-NPAu (Figura 23 a e b) devido a
presenca das bandas atribuidas as vibragcbes dos aminoacidos dos anéis aromaticos de
fenilalanina, tirosina e triptofano na regifo entre 1550-1615 cm™, presentes nesta enzima.!3
Adicionalmente sdo evidentes as bandas atribuidas com 0 modo amida I da estrutura secundéria
da enzima em ca. 1635 cm, que aparecem devido ao estiramento da ligagdo C=0 das ligaces
peptidicas, que sdo moduladas pela estrutura secundaria (a-helix, B-sheet, etc).'®! Esta
caracterizacdo nao foi possivel nos filmes de PPi-IC-DS-NPAu, uma vez que estas bandas ndo
ficaram tdo evidentes. Este resultado sugere que a superficie destes nanocompositos néo € tdo
favoravel a imobilizacdo da enzima AChE. No entanto, ndo podemos descartar a presenca de
enzima, uma vez que alguns trabalhos da literatura apresentam espectros Raman da AChE sem
as bandas caracteristicas evidentes, muitas vezes devido a baixa concentracdo analisada. Além
disso, a interacdo da enzima com a superficie mais rugosa do PPi-IC-DS-NPAu pode resultar

na sobreposicdo das bandas Raman. 2129
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Figura 23. Espectros Raman dos filmes sintetizados a 10 °C: PPi-IC (a) PPi-IC-NPAu (b) ¢ PPi-
IC-DS-NPAu (¢) sem (i) e com (ii) AChE imobilizada.
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Além de evidenciar a imobilizagdo da enzima AChE, os espectros Raman podem sugerir
a disponibilidade ou bloqueio de residuos de aminoécidos que compdem o sitio ativo, como o
triptofano, através da analise das bandas relacionados ao mesmo, uma vez que sua presenca no
sitio ativo da enzima foi previamente demostrada através de estudos espectroscopicos e de
marcacéo por fotoafinidade.*>** O estado dos residuos de triptofano podem ser analisados
através das bandas proximas a 1355 cm™, por ser sensivel ao ambiente. Este banda aparece
intensa quando o sitio ativo estd bloqueado e sua intensidade € menor quando o sitio ativo esta
exposto.’®! Comparando a intensidade dessa banda com a banda em 1590 cm™ do PPi,
verificamos que a razao lisss/lise0 € ca. 13% menor para o nanocompdsito PPi-IC-NPAu
comparado ao filme de PPi-IC (0,77 e 0,89, respectivamente), sugerindo uma maior exposi¢éo
ou nao dos residuos de triptofano na enzima, podendo indicar mais disponibilidade dos sitios

ativos da AChE quando a imobilizacdo ocorre na superficie dos filmes de nanocomposito.

4.6. CARACTERIZACAO MORFOLOGICA DO BIOSSENSOR

A morfologia dos filmes de PPi sintetizados a 10 °C e modificados com a enzima AChE,
foi caracterizada através de MEV, podendo ser comparada com as imagens dos filmes na
auséncia de enzima (secao 4.2, Figura 15). Na Figura 24 (a) pode-se observar que o filme de
PPi-1C apresenta uma morfologia homogénea e ao comparar-se com o filme de PPi-IC-AChE
(Figura 24 b), é possivel perceber o aparecimento de uma morfologia granular compactada
quase uniforme pela superficie do filme, sugerindo uma alta concentracdo de enzimas

imobilizadas na superficie.

Figura 24. Imagens obtidas por MEV dos filmes PPi-IC (a), PPi-IC-AChE (b),
PPi-IC-NPAu-AChE (c) e PPi-IC-DS-NPAu-AChE (d).
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Apo6s a imobilizacdo de AChE no filme de PPi-IC-NPAu (Figura 24 c), a morfologia
torna-se mais granular com uma distribuicdo uniforme, cobrindo totalmente a superficie do
filme. Para o filme de PPi-IC-DS-NPAu-AChE (Figura 24 d), observa-se que a superficie do
filme apresenta uma morfologia completamente homogénea, com a distribuicdo de poucos
glébulos circulares pelo filme, atribuidos a AChE. Adicionalmente, verifica-se que a
imobilizacdo da enzima sobre o nanocompdsito PPi-IC-NPAu parece ocorrer de forma
orientada, o que pode favorecer a disponibilidade dos sitios ativos da enzima. Esses resultados

fortalecem as evidéncias apresentadas nas analises de Raman.

4.7. CARACTERIZACAO ELETROQUIMICA DO BIOSSENSOR
4.7.1. Comportamento eletroquimico na presenca do substrato ATCI

O comportamento eletroquimico dos filmes sintetizados a 10 °C foram estudados
previamente e ap6s a imobilizacdo da enzima AChE (50 U), utilizando como eletrolito
i) tamp&o PBS 0,1 mol L™ pH 7,0 e ii) mesmo meio contendo 0,5 mmol L de ATCI (Figura
25). Nos voltamogramas obtidos para o filme PPi-IC na auséncia de ATCI (voltamograma a),
observa-se um pico anodico e um catodico de alta intensidade em ca. — 0,05 V e — 0,45 V,
respectivamente; atribuidos as reagfes redox do PPi.'*® Apds a imobilizagdo da enzima e na
auséncia de ATCI (voltamograma b), observa-se deslocamentos dos picos redox, resultando em
aumento da resisténcia a transferéncia de carga. Adicionalmente, verifica-se que independente
do meio, a imobiliza¢io da enzima AChE resulta em uma diminuic¢éo da densidade de corrente
e de carga, que pode ser resultante de um efeito de bloqueio devido a presenca da camada de
enzima sobre a superficie do filme de PPi.**® Este resultado é mais um indicio da imobilizagdo

e interacdo entre enzima e filme polimérico.
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Figura 25. Voltamogramas do filme PPi-IC e PPi-IC-AChE na auséncia (a e b respectivamente)
e na presenca de 0,5 mM ATCI em PBS (c e d). Velocidade de varredura de 5 mV s™!.

De acordo com os parametros eletroquimicos resumidos na Tabela IV, na presenca de
ATCI, o filme PPi-IC sem enzima (voltamograma c) apresenta um voltamograma com menores
correntes anddicas e catddicas comparado ao PPi-IC sem ATCI (voltamograma a), porém o
potencial de reducdo ndo é muito afetado, mas sofre um pequeno deslocamento para valores
mais negativos de potencial, de forma diferente do potencial de oxidacdo que sofre um
deslocamento pronunciado para valores maiores de potencial, resultando em maior resisténcia
a transferéncia de carga, havendo também perda de reversibilidade. Ap6s a imobilizacdo da
enzima AChE e na presenca de ATCI (voltamograma d), verifica-se que a resisténcia a
transferéncia de carga é menor comparada ao filme sem enzima no mesmo eletrélito e um pouco
maiores no meio sem ATCI. Adicionalmente, observa-se a presenca de um pico de oxidacao
em + 0,15 V que pode ser atribuido & oxidagdo da tiocolina, produto da hidrélise do ATCI
catalisada pela AChE.*® O mecanismo da reacio entre AChE e ATCI segue conforme ilustrado
na Figura 26, onde o sitio ativo da enzima é responsavel pela extracdo do grupo acetil da

acetiltiocolina, formando entdo a tiocolina.**"13®
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Tabela IV. Parametros eletroquimicos obtidos por VC em tampéo PBS na auséncia e presenca
do substrato ATCI para os filmes de PPi-IC sintetizados a 10 °C.

Filme e meio Ja Je lJa/j]  Epa Epc AEp [(Ea+ Ec/2)]
(A cm?)  (uA cm?) Vv V) (V)

PPi-IC 0,03 -0,08 0,38 -0,05 -045 0,40 -0,25

PPi-IC-AChE 0,02 -0,06 033 035 -0,58 0,93 -0,11

PPi-IC em ATCI 0,01 -0,07 014 028 -0,53 081 -0,12

PPi-IC-AChE em 0,01 -0,04 025 0,15 -045 0,60 -0,15

ATCI

| (o)
N+ )1\ | +
AChE N

Acetiltiocolina Tiocolina

Figura 26. Mecanismo de reagio entre acetiltiocolina e AChE. !

A Figura 27 apresenta os voltamogramas do filme PPi-IC-NPAu e modificado com a
enzima AChE (50 U) em i) tamp&o PBS 0,1 mol L pH 7,0 e ii) no mesmo meio contendo
ATCI 0,5 mmol Lt O comportamento eletroquimico do nanocompdsito PPi-IC-NPAu exibiu
0 par redox caracteristico do PPi (voltamograma a) em + 0,51 V (oxida¢do) e — 0,78 V
(reducdo). No entanto, os processos redox sdo desfavorecidos na presenca do ATCI
(voltamograma c), havendo uma diminuicéo significativa da densidade de corrente e resolucdo
de picos redox. Apds a imobilizacdo da enzima AChE (voltamograma b), observam-se picos de
oxidacdo e reducdo em + 0,08 V e — 0,46 V, respectivamente para a medida em PBS
(voltamograma b), resultando em maiores densidades de corrente, melhor reversibilidade e
menor resisténcia a troca de carga (ver dados na Tabela V). Na presenca de ATCI, o filme
modificado com a enzima (voltamograma d) passa a exibir o par redox em ca. + 0,37 V
(anddico) e — 0,57 V (catddico), que podem ser atribuidos a oxidacao da tiocolina, produto da
hidrélise de ATCI catalisada pela AChE. Adicionalmente, ap6s a imobilizacdo da AChE, de
forma oposta aos filmes de PPi-IC (Figura 26) verificou-se um aumento significativo da
densidade de corrente e carga, independente do meio, sugerindo que o processo de imobilizagéo
ocorra de forma diferente na presenca das NPAu.*® De fato, as analises de Raman e MEV
corroboram esta hipotese.
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Figura 27. Voltamogramas dos filmes PPi-IC-NPAu em PBS (a) e em 0,5 mM ATCIl em PBS
(c) PPi-IC-NPAuU-AChE em PBS (b) e em 0,5 mM ATCI em PBS (d). Velocidade de varredura
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Tabela V. Pardmetros eletroquimicos obtidos por VC em tamp&o PBS na auséncia e presenca
do substrato ATCI para os filmes do nanocomposito PPi-IC-NPAu sintetizados a 10 °C.

Filme e meio Ja Jc lja/ljl Epa  Epc AEp [(Ea+ Ec/2)]
(A cm?)  (uA cm?) A\ Y

PPi-IC-NPAu 0,08 -0,14 057 051 -0,78 1,29 -0,13

PPi-IC-NPAu- 0,17 -0,25 068 008 -046 0,54 -0,19

AChE

PPi-IC-NPAu  em - - - - - - -

ATCI

PPi-IC-NPAu- 0,10 -0,23 043 037 -057 094 -0,10

AChE em ATCI

A Figura 28 apresenta os voltamogramas do filme de nanocomposito PPi-IC-DS-NPAu
e modificado com a enzima AChE (50 U) em i) tamp&o PBS 0,1 mol L™ pH 7,0 e ii) no mesmo
meio contendo ATCI 0,5 mmol L. O comportamento eletroquimico do PPi-IC-DS-NPAu em
solugéo tampéo PBS (voltamograma a) ficou evidente, apresentando par redox da mesma forma

que os filmes de PPi-IC e PPi-IC-NPAu, mantendo o comportamento ap6s a imobilizacdo da
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enzima (voltamograma b). De forma semelhante aos nanocompdsitos de PPi-IC-NPAu
observados no voltamograma anterior, a imobilizacdo da enzima nos filmes de PPi-IC-DS-
NPAu resultou em aumento de densidade de corrente e de carga do voltamograma e na presenca
de ATCI, os filmes sem (voltamograma c) e com enzima imobilizada (voltamograma d)
apresentaram uma diminuicdo ainda mais drastica de densidade de corrente e de carga. Este
comportamento pode ser resultante da baixa aderéncia destes filmes aos eletrodos.
Adicionalmente, a imobilizacdo pode nédo ter sido eficiente, conforme evidenciado nas
caracterizacgdes estruturais, morfologicas e opticas, evitando que a hidrdlise da acetiltiocolina

ocorra.
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Figura 28. VVoltamograma dos filmes PPi-IC-DS-NPAu (a) e PPi-IC-DS-NPAu-AChE (b) em
PBS; PPi-IC-DS-NPAu (c) e PPi-IC-DS-NPAu-AChE (d) em 0,5 mM ATCI em PBS.
Velocidade de varredura de 5 mV s,

Os parametros eletroquimicos obtidos dos voltamogramas da Figura 28 estdo resumidos
na Tabela VI. O nanocompdsito apresentou comportamento semelhante em termos de
reversibilidade e resisténcia a transferéncia de carga apds a imobiliza¢do da enzima, podendo
ser resultante da baixa densidade de enzimas imobilizadas em sua superficie. O comportamento
do material com e sem enzima foi similar, o que corrobora com o Raman, de que provavelmente
a imobilizacéo tenha sido menor e com os sitios ativos blogueados. A perda de definicdo dos
picos redox em meio contendo ATCI impossibilitou a caracterizagéo nessa condigéo.
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Tabela V1. Parametros eletroquimicos obtidos por VC em tampéo PBS na auséncia e presenca

do substrato ATCI para os filmes do nanocompésito PPi-IC-DS-NPAu sintetizados a 10 °C.

Filme e meio Ja Je lJa/j]  Epa Epc AEp [(Ea+ Ec/2)]
(HAcm?) (WA cm?) v VMM

PPi-IC-DS-NPAu 0,10 -0,11 090 0,18 -0,46 0,64 -0,14

PPi-IC-DS-NPAu- 0,12 -0,15 0,80 -0,03 -059 0,56 -0,31

AChE

PPi-IC-DS-NPAuU em - - - - - - -

ATCI

PPi-IC-DS-NPAu- - - - - - - -

AChE em ATCI

Ao comparar a resposta catalitica para ATCI dos trés filmes de PPi modificados com a
enzima AChE (Figura 29), pode-se observar que a resposta eletroquimica para o filme de
PPi-1C-NPAu-AChE foi muito maior quando comparada com a resposta do filme PPi-IC-AChE
e PPi-IC-DS-NPAu-AChE, com uma densidade de carga 5 vezes maior em relacdo a PPi-IC-
AChE e 1,8 vezes maior em relacdo a PPi-1C-DS-NPAu-AChE. Isso pode ser atribuido a uma
imobilizacdo mais eficiente da enzima (maior quantidade de sitios ativos expostos) e a presenca
das NPAu, que facilita a acdo das enzimas devido a uma menor resisténcia a transferéncia de
carga uma vez que essas apresentam propriedades condutoras, além do comportamento
catalitico, o que por consequéncia promove mais eficientemente a oxidacdo da tiocolina gerada,
justamente porque apresentam alta afinidade com a tiocolina. Essa afinidade das NPAu pelo
grupo mercapto (R-SH) presente na tiocolina parte da formacdo de uma ligacdo coordenada
entre Au® e o par de elétrons do enxofre, ou uma ligacdo covalente de Au-R-SH.1% As NPAu
foram distribuidas homogeneamente na superficie do filme durante a sintese, promovendo um
6timo material para a imobilizacdo da enzima AChE. Além disso, auxiliam no transporte de
elétrons e exibem uma resposta mais sensivel do que filmes modificados somente com o

polimero condutor.
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Figura 29. Voltamogramas dos filmes PPi-IC-NPAu-AChE (a), PPi-IC-DS-NPAu-AChE (b) e
PPi-IC-AChE (c) em 0,5 mM ATCI em PBS. inset: PPi-IC-AChE. Velocidade de varredura de
5mV st

Apesar do PPi-IC-AChE apresentar a menor densidade de carga, observa-se através do
inset da Figura 29, a presenca de dois picos redox definidos (A e B) diferente do filme
PPi-1C-DS-NPAuU-AChE, que apesar de mais espesso, apresentou menor densidade de corrente
e de carga que o nanocompésito PPi-IC-NPAu-AChE. Nestes nanocompdsitos, ndo foi possivel
caracterizar a presenca de quantidades expressivas de enzimas em sua superficie (Figura 24 d),

sendo um indicio de que a imobilizacdo da AChE néo foi tdo eficiente.

4.7.2. Caracterizacdo dos processos redox na interface eletrodo/solucao

Com a finalidade de caracterizar o processo envolvido na interface eletrodo/solucao
como difusional ou adsortivo, estudou-se a dependéncia dos picos anddicos e catdédicos com a
velocidade de varredura. Este estudo foi realizado com os filmes sintetizados a 10 °C através
de voltametrias ciclicas na faixa de potencial de -1,0 a 1,0 V (vs. Ag/AgCIl) em ATCI 0,5 mM
em PBS, variando as velocidades de varredura na faixa entre 5 e 50 mV s!

Na Figura 30 estdo apresentados os voltamogramas do filme PPi-IC-AChE. Em 5 mV
s (voltamograma a) o filme apresenta um par redox bem definido em + 0,25 V (pico anddico,

identificado como A no inset) e em - 0,48 V (pico catddico, identificado como B no inset). O
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pico anddico € atribuido & oxidagdo da tiocolina produzida a partir da hidrdlise de ATCI na
presenca da enzima AChE, e o pico catddico indica a reducdo do grupo dissulfeto (R-S-S-R)
formado durante a oxidagdo anédica da ATCI.®® O baixo valor do potencial de oxidagio pode
ser relacionado ao fato de que o PPi apresenta propriedades condutoras e eletrocataliticas. Estes
picos tendem a se deslocar para potenciais maiores, assim como a aumentar a densidade de
corrente com 0 aumento da velocidade de varredura. O deslocamento de pico € observado para
as velocidades entre 5 e 30 mV s, onde o pico anddico passa para um potencial de + 0,77 V e
0 pico catodico para— 0,80 V (voltamograma f). A partir de 35 mV s os potenciais dos picos
continuam a aumentar, no entanto perdem definicdo (voltamograma g a j), sugerindo que 0s
cations e anions ndo estdo mais disponiveis para participar completamente no processo de

dopagem e desdopagem em velocidades de varredura altas.'*°
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Figura 30. Voltamograma do filme PPi-IC-AChE em diferentes velocidades de varredura: 5 (a),
10 (b), 15 (c), 20 (d), 25 (e), 30 (f), 35 (g), 40 (h), 45 (i) e 50 mV s! (j). Inset: voltamograma a.
Eletrolito cloreto de acetiltiocolina (ATCI) 0,5 MM em PBS.

A dependéncia dos picos anddicos e catodicos do filme de PPi-IC-AChE foram
avaliados na Figura 31, onde o logaritmo da corrente de pico (log ip) foi plotado em relagdo ao
logaritmo da velocidade de varredura (log v). Os declives encontrados foram de — 0,31 (pico
anodico) e + 0,38 (pico catddico), com coeficientes de determinacdo de 0,927 e 0,939,

respectivamente. Como é descrito pela equacio de Randles-Sevcik,'* para gréficos de log ip
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vs. log v, inclinagdes da reta proximas do valor 0,5 indicam um mecanismo controlado por
processo difusional, enquanto que inclinagdes préximas a 1,0 indicam um mecanismo
controlado pela taxa de adsorcdo. Portanto, para PPi-IC-AChE o processo predominante no
transporte de massa € o difusional, o que é confirmado pelo comportamento dos picos, 0s quais
ao aumentar a velocidade de varredura tornam-se maiores em magnitude.'#? Através desse tipo
de gréfico também é possivel determinar se o sistema do transporte de massa é reversivel (troca
de elétrons rapida), quase-reversivel ou irreversivel (troca de elétrons lenta). Para este filme o
sistema predominante € quase-reversivel, onde a taxa de transferéncia de elétrons se torna
comparavel a taxa de transporte de massa e a caracteristica dos picos é de que o potencial do

pico aumente conforme se aumenta a taxa de varredura.!4?
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Figura 31. log i vs. log velocidade de varredura (v) do filme PPi-IC-AChE.

Para o filme PPi-IC-NPAu-AChE foram obtidos os voltamogramas apresentados na
Figura 32, seguindo o mesmo procedimento utilizado anteriormente para PPi-IC-AChE.
Diferentemente dos voltamogramas da Figura 30, neste caso ndo foi observado nenhum sinal
detectavel para um pico anddico, enquanto que em — 0,45 V observa-se um pico catodico (pico
A do inset), para a velocidade de 5 mV s™.
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Figura 32. Voltamogramas do filme PPi-IC-NPAu-AChE em diferentes velocidades de
varredura: 5 (a), 10 (b), 15 (c), 20 (d), 25 (e), 30 (), 35 (g), 40 (h), 45 (i) e 50 mV s (j). Inset:
voltamograma a. Eletrdlito cloreto de acetiltiocolina (ATCI) 0,5 mM em PBS.

Os declives encontrados para PPi-IC-NPAu-AChE, conforme mostra a Figura 33, foram
de - 0,13 (pico anddico) e + 0,37 (pico catddico), o que caracteriza o filme com um processo
difusional no transporte de massa, com coeficientes de determinacdo de 0,988 e 0,974,
respectivamente, E o sistema apresenta um comportamento de quase-reversivel confirmado
pelo comportamento dos gréaficos, 0s quais tornam-se maiores em magnitude quando aumenta-

se a velocidade de varredura.
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Figura 33. log i vs. log velocidade de varredura (v) do filme PPi-IC-NPAu-AChE.

Para os filmes de PPi-IC-DS-NPAu-AChE, os graficos das velocidades de varredura,
representados pela Figura 34, apresenta um par de picos redox (picos A e B do inset) em 5 mV
s (voltamograma a) nos potencias de + 0,30 V (pico A) e — 0,46 V (pico B) correspondentes
aos picos de oxidacao e reducdo, respectivamente. Para esse filme, ao contrario dos outros, o
sistema predominante é reversivel, onde a troca de elétrons é rapida e os picos de oxidacao e
reducdo apresentam o mesmo potencial conforme aumenta a taxa de varredura, porém neste
caso, 0s picos diminuem em magnitude, comportamento que ndo é o esperado para esse tipo de
sistema. Atribui-se a perda de corrente capacitiva a falta de aderéncia destes filmes a superficie

do FTO previamente modificado com Pt.
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Figura 34. Voltamograma do filme PPi-IC-DS-NPAu-AChE em diferentes velocidades de
varredura: 5 (a), 10 (b), 15 (c), 20 (d), 25 (e), 30 (f), 35 (g), 40 (h), 45 (i) e 50 mV s (j). Inset:
voltamograma a. Eletrolito cloreto de acetiltiocolina (ATCI) 0,5 mM em PBS.

Os declives para PPi-IC-DS-NPAu-AChE sdo 0,14 (pico anodico) e — 0,25 (pico
catddico), indicando um mecanismo controlado por processo difusional, com coeficientes de

determinacéo de 0,965 e 0,910, respectivamente, conforme mostra a Figura 35.
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Figura 35. log i, vs. log velocidade de varredura do filme (v) PPi-IC-DS-NPAu-AChE.
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De acordo com estes resultados, pode-se observar que além dos processos serem
difusionais para todos os filmes, o sistema predominante é quase-reversivel, com troca de
elétrons igual a taxa de transporte de massa, onde o potencial do pico aumenta com a taxa de
varredura. Através dos graficos é possivel identificar esse tipo de sistema pela resposta
caracteristica dos mesmos, onde 0 pico maximo se desloca com a taxa de velocidade aplicada
na voltametria, ou seja, o potencial do pico se desloca conforme se aumenta a taxa de varredura.
Com base nesses resultados a velocidade de 5 mV s foi escolhida para a realizacio das outras
medidas, uma vez que a formacdo de picos ocorre mais claramente, além de permitir mais

tempo de contato entre a enzima e o substrato.

4.7.3. Comportamento eletroquimico na presenca do par redox ferrocianeto /

ferrocianato de potassio

A voltametria ciclica em solucio de sonda redox como o par de [Fe(CN)s]*"* mostra-se
uma ferramenta valiosa e confidvel para monitorar a resposta do eletrodo modificado,
permitindo caracterizar propriedades de superficie decorrentes da modificagdo com materiais
como NPAu ou enzimas.'*® Em virtude disto, os trés filmes sintetizados a 10 °C, sem e com a
enzima imobilizada, foram estudados por VC a 5 mV s! em solugio de
ferrocianeto/ferrocianato de potassio a fim de avaliar possiveis respostas caracteristicas.

Para o filme PPi-IC (Figura 37), pode-se observar dois picos de oxidacdo em + 0,28 V
e - 0,11V e também dois de reducdo em + 0,13 V e - 0,54 V no filme sem AChE
(voltamograma a), 0s quais correspondem ao comportamento redox do par
ferrocianeto/ferrocianato. Na presenca da enzima imobilizada no filme (voltamograma b), ha
um pico de oxidagéo evidente em + 0,33 V e um de redugdo menos intenso em + 0,13 V, isso
pode ser atribuido ao fato da AChE ter agido como barreira entre a interface do filme e o
eletrdlito, indicando uma competicao entre a enzima e o ferrocianeto/ferrocianato, bloqueado a
transferéncia de carga. O inset mostra a resposta desses filmes ap0s a inibicdo no pesticida metil
paration (MP). Para PPi-IC (voltamograma A do inset) observa-se um deslocamento dos
potenciais dos picos de oxidacdo do filme quando comparado com os picos obtidos antes da
inibicdo, que passam para um valor de - 0,23 VV e + 0,30 V. Em + 0,09 V ocorre 0 aparecimento
de um pico de reducdo. O deslocamento nos valores desses picos podem ser atribuidos ao
processo redox do MP, que ocorrera concomitantemente com 0s processos redox do
ferrocianeto/ferrocianato, ocasionando numa possivel interacdo entre essas duas espécies entre

a interface do filme e ao eletrélito, uma vez que o MP encontra-se ligado na superficie do
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eletrodo (através da incubacgéo na solucéo do pesticida). O processo de transferéncia de elétrons
do pesticida envolve o aparecimento de dois picos de reducdo, um origina da reducéo do grupo
nitro para hidroxilamina (reacdo 1), o qual é oxidado para o grupo nitroso (reacédo 2), sendo este
a origem do pico de oxidacdo. O outro pico de reducéo origina do processo reverso (reacao 3)
da reacdo 2, envolvendo entdo a transferéncia reversivel de 2 elétrons em um processo redox,

conforme mostra o esquema ilustrado na Figura 36.144-146
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Figura 36. Esquema do mecanismo de transferéncia de elétrons do metil paration.!'**

Como pode ser observado no voltamograma A do inset, o filme PPi-1C apds a inibicao
apresentou dois picos de oxidagdo, esses picos podem ser atribuidos ao
ferrocianeto/ferrocianato, porém conforme segue a reagdo de transferéncia de elétrons do MP,
0 pico de oxidacdo em + 0,30 V também pode ser atribuido a presenca do pesticida na superficie
do filme, pois de acordo com valores encontrados na literatura’#” esse pico de oxidagdo aparece
em torno de + 0,085 V. O deslocamento do pico de oxidacdo para o valor de + 0,30 V
encontrado no voltamograma A do inset em comparacdo com o valor da literatura para o MP,
pode ser relacionado com a interacao das espécies do pesticida e o eletrdlito, como foi discutido
anteriormente. Da mesma maneira essa relacdo pode ser atribuida ao aparecimento do pico de
reducdo em + 0,09 V, indicando a presenca de MP e ferrocianeto/ferrocianato, ocorrendo
novamente um deslocamento do valor encontrado quando comparado com o pico de oxidacéo
obtido antes da inibigdo (em + 0,13 V) e também com o valor encontrado na literatura*’
(- 0,007 V).

No PPi-IC-AChE (voltamograma B do inset) nota-se novamente picos de oxidagdo em
— 0,31 V correspondente ao par redox ferrocianeto/ferrocianato e em + 0,30V atribuido a
interacdo do MP com ferrocianeto/ferrocianato. Dois picos de redugdo foram observados em
+0,11Ve-053V. Em+ 0,11 V, conforme foi discutido no voltamograma A do inset, esse

pico pode estar relacionado com a presenca de MP e ferrocianeto/ferrocianato no meio,
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enquanto que o aparecimento do segundo pico de redugdo em — 0,53 V pode ser atribuido ao
MP, uma vez em que o valor encontrado encontra-se proximo de valores encontrados na
literatura'*”- O surgimento desse pico esta relacionado com o fato do pesticida se ligar

irreversivelmente ao centro ativo da enzima imobilizada na superficie do filme.
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Figura 37. Voltamograma do filme (a) PPi-IC e (b) PPi-IC-AChE em [Fe(CN)s]*"*. Inset:
PPi-IC (A) e PPi-IC-AChE (B) depois da inibi¢do em 1x10= M de metil paration.

Nos voltamogramas obtidos para o filme PPi-IC-NPAu (Figura 38), pode-se observar
dois pico de oxidacdo em — 0,30 V e + 0,38 V e dois de reducdo em 0,06 V e - 0,47 V
pertencentes ao filme sem AChE (voltamograma a). Assim como para o PPi-IC, esses picos
correspondem ao comportamento do ion ferricianeto e o deslocamento dos valores dos picos
obtidos em relacdo ao PPi-IC pode ser atribuido a presenca das NPAu. Apos a imobilizacdo da
enzima AChE (voltamograma b), observa-se algumas modificacGes no voltamograma, como a
presenca de um ombro em + 0,03V, possivelmente devido a uma competicdo entre a AChE e o
ferrocianeto/ferrocianato, e um pico de oxidagdo em + 0,49 V e dois de reducdo, ambos amplos
e de baixa intensidade de corrente, em -0,07 V e -0,41 V. Diferentemente para o que foi
observado em PPi-IC-AChE, nesse caso a resposta de corrente aumenta na presenca da AChE,
possivelmente devido as NPAu que facilitam a transferéncia de elétrons e melhoram a
condutividade do filme. O inset mostra a resposta desses filmes apds a inibigdo no pesticida
metil paration (MP). Para PPi-IC-NPAu (voltamograma A) observam-se dois picos de oxidagao
dos filmes antes da inibi¢&o no valor de -0,26 V e + 0,34 V, e dois picos intensos equivalentes

areducdo em+ 0,05V e—0,51 V. Conforme foi observado para o filme anterior apos a inibigéo,
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neste caso para o PPi-1C-NPAu também ocorre pequenos deslocamentos em relacao aos valores
obtidos para os picos de oxidacdo e reducdo do filme antes da inibicdo e também com relacéo
aos valores encontrados na literatura para o MP. O surgimento do segundo pico de reducao
confirma a presenca de MP na superficie do filme. Por outro lado, para o PPi-IC-NPAu-AChE
(voltamograma B) nota-se o deslocamento do “ombro”, presente antes da inibi¢do, para valores
negativos levando a formando de um pico de oxidacdo em — 0,26 V. Nesse caso, pode haver
uma competicao entre a enzima AChE e o par redox ferrocianeto/ferrocianato, aumentando a
resisténcia a transferéncia de carga, alem disso, 0s grupamentos amina presentes na enzima
podem adsorver o par redox ferrocianeto/ferrocianato, intensificando os picos de corrente. O
segundo pico de oxidacdo em + 0,46 V pode estar relacionado com a oxidacdo do
ferrocianeto/ferrocianato e também com a oxidacdo do pesticida, com valores deslocados para
potenciais mais positivos quando comparados com o filme PPi-IC-AChE e com os valores
encontrados na literatural®’, talvez pela presenca das NPAu. Também foram observados dois
picos de reducdo, em — 0,02 V e - 0,51 V, sendo esse segundo pico em — 0,51 V novamente

atribuido a presenca do MP no sitio ativo da AChE.
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Figura 38. Voltamograma do filme PPi-IC-NPAu (a) e PPi-IC-NPAu-AChE (b) em

[Fe(CN)6]*"*. Inset: PPi-IC-NPAu (A) e PPi-IC-NPAu-AChE (B) depois da inibi¢io em
1x10 M de metil paration.

Nos voltamogramas dos filmes de PPi-IC-DS-NPAu (voltamograma a, Figura 39)
pode-se observar um pico de oxidagdo em + 0,44 V e de reducdo em + 0,10 V, resultado que €

similar com os encontrados para o filme PPi-IC-NPAu, e isso pode estar atribuido ao fato de o
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DS néo alterar significativamente a resposta do filme na presenca do par redox
ferrocianeto/ferrocianato. Porém, a presencga de um segundo dopante, juntamente com as NPAu
melhora a transferéncia de elétrons e por consequéncia o pico de oxidacéo aparece mais intenso
quando comparado aos outros filmes. No entanto, apds a imobilizacdo da enzima, apesar de
apresentarem também, dois picos de oxidacdo, neste caso em - 0,02 V e + 0,33 V, associados a
resposta do ferrocianeto/ferrocianato frente a AChE, ha o surgimento de um terceiro pico em
+ 0,73 V que pode ser resultado de uma interacdo entre o DS imobilizado com AChE e o
eletrolito. Também observou-se dois picos de reducdo em + 0,02 V e -0,37 V, seguindo o
mesmo comportamento dos filmes anteriores. O inset mostra a resposta desses filmes apds a
inibicdo no pesticida metil paration (MP). Para PPi-IC-DS-NPAu (voltamograma A do inset)
observa-se um pico de oxidacdo intenso em + 0,41 V e um de reducdo em +0,05 V, sendo o
comportamento desses picos basicamente iguais a resposta obtida antes da inibicdo, talvez pela
ligacio do MP na superficie do filme ndo ter sido tdo efetiva. Para o filme
PPi-1C-DS-NPAuU-AChE (voltamograma B do inset) ocorre a formagdo de um pico de oxidacéo
e reducdo bem largos em + 0,40 V e - 0,33 V, respectivamente, ndo sendo possivel tirar
conclusbes claras quanto a presenca do pesticida ligado a AChE na superficie do filme. Isso

pode ser um indicio de que a imobilizacdo da enzima nédo tenha sido tdo efetiva nesse filme.
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Figura 39. Voltamograma do filme PPi-IC-DS-NPAu (a) e PPi-IC-DS-NPAu-AChE (b) em
[Fe(CN)6]3*. Inset: PPi-IC-DS-NPAu (A) e PPi-IC-DS-NPAu-ACHE (B) depois da inibicio
em 1x107 M de metil paration.

As voltametrias dos filmes modificados com AChE (PPi-IC-NPAu-AChE e
PPi-IC-AChE) estdo plotadas na Figura 40 para fins de comparacdo do comportamento

eletroquimico em [Fe(CN)s]*"*. O nanocompoésito PPi-IC-NPAu-AChE (voltamograma a)
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apresentou picos redox mais definidos para o par [Fe(CN)s]*"*, permanecendo ap6s a inibigo
da enzima pelo pesticida MP. Em virtude disto, 0 nanocompdsito PPi-IC-NPAu-AChE parece
ser o filme mais adequado para aplicacdo, principalmente pelos picos correspondentes a
resposta da AChE evidentes e por seu comportamento na presenca do pesticida, como

evidenciado no voltamograma A do inset.
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Figura 40. Voltamograma do filme PPi-IC-NPAu-AChE (a) e PPi-IC-AChE (b) em
[Fe(CN)6]*"*. inset: PPi-IC-NPAu-AChE (A) e PPi-IC-AChE (B) depois da inibi¢io em 1x10°
3 M de metil paration.

Ambos os filmes (PPi-IC-NPAu-AChE e PPi-IC-AChE) apresentaram dois pico de
oxidacgéo e dois de reducdo na presenca do pesticida MP, que condizem com a resposta dos
filmes em relacdo ao par redox [Fe(CN)s]*’* e com a transferéncia de elétrons do pesticida,
mostrando a resposta dos mesmos em relacdo a AChE.

O filme contendo o segundo dopante DS e modificado com a enzima néo foi considerado
no estudo comparativo, pois como foi mostrado na Figura 39, 0 mesmo ndo apresenta uma
resposta clara do comportamento eletroquimico, ou seja, 0s picos, apesar de estarem presentes
na presenca de [Fe(CN)s]*"*, com a inibicdo em MP eles deixam de ser evidentes e intensos,
dificultando assim a associacdo destes com as possiveis reacdes que ocorrem na interface do

filme com a AChE e posteriormente com MP. Alem disso, esse filme apresenta pouca aderéncia
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ao eletrodo comparado aos outros filmes, desprendendo com facilidade durante as medidas,
conforme ocorre a aplicagdo de potencial.

4.8. APLICACAO DO BIOSSENSOR NA DETECCAO DE METIL PARATION

Os filmes modificados com a enzima AChE podem ser utilizados como biossensores na
medicdo quantitativa de pesticidas organofosforados, uma vez que a corrente produzida esta
relacionada com a atividade da enzima. Conforme descrito na se¢do 3.10, ap0s a imersdo do
filme nas solucdes de MP, a corrente diminuiu a medida que a concentracdo do pesticida
aumenta. Isso ocorre pois o0 metil paration exibe uma toxicidade alta e esta envolvido na inibicdo
irreversivel da AChE, permitindo assim a determinagdo do mesmo. Este comportamento esta
ilustrado na Figura 41. Quando o filme de PPi-IC-AChE ¢ imerso nas solucdes de pesticidas de
diferentes concentracGes, por cerca de 5 minutos, nota-se que as densidades de corrente

produzidas diminuem conforme se aumenta a concentracdo de metil paration.
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Figura 41. Voltamograma do PPi-IC-AChE em 0,5mM de ATCI em PBS (a) e depois da
inibicdo em 1,152x107 (b), 5,67x107 (c), 3,84x10°° (d), 5x10° (e), 7,68x10°® (f), 1x10° (q),
2,99x107° (h), 5x10° (i), 7,48x10° (j), 1x10* (k), 2,99x10* (I) e 5x10* (m) mol L de MP,
respectivamente. Velocidade de varredura de 5 mV s,

Os picos de oxidagdo e reducdo, referentes a hidrolise de ATCI foram observados em
ca. + 0,16 V e - 0,49 V (voltamograma a), respectivamente, e continuam presentes apos a

inibicdo na primeira solucdo do pesticida MP (voltamograma b), porém ambos diminuem o

76



sinal da corrente com 0 aumento das concentragdes das solugdes de MP (voltamograma c a m).
Este comportamento para o pico anddico segue até nenhum sinal ser detectavel nas solugdes
mais concentradas, enquanto que para o pico catodico observa-se a mesma diminuicdo na
corrente, com a intensidade do pico decrescendo proporcionalmente com o aumento das
concentragOes do pesticida, em virtude disto, escolhemos o pico catddico para a caracterizacao
do biossensor.

A diminuicdo na corrente, que permite a deteccdo do pesticida, se relaciona com o fato
de ndo ocorrer a hidrélise do substrato ATCI pela acdo da AChE, visto que os sitios ativos
foram bloqueados pela presenca do pesticida MP, que age como um inibidor irreversivel, e por
consequéncia, ndo ocorre a producdo de tiocolina, que é uma espécie eletroativa. Pesticidas
organofosforados como o MP inibem a AChE ao formar uma ligacdo covalente no grupo
serina-OH (ser-OH) do sitio ativo da AChE. O mecanismo esta apresentado na Figura 42, onde
parte da ligacdo covalente da serina-OH se liga ao atomo central (P) do MP, formando um
complexo reversivel onde o grupo de saida foi substituido pelo oxigénio da ser-OH.148

Esse complexo sofre fosforilacdo e apds passa por um processo de desalquilacao,
formando entdo a AChE fosforilada, que € um complexo irreversivel, isso ocorre porque a carga
negativa do grupo fosforil (POs”) é mais estavel e isso faz com que a AChE deixe de ser

reativa,149-151
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R

o) o 0
SP—x R R N (+ ROH)

N N N
R; + P—X p . %
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AChE Fosforilada Irreversivel

Figura 42. Mecanismo de fosforilagio da AChE.!>°

Com base na mudanca de corrente produzida, € possivel obter a porcentagem de inibicao

do pesticida, aplicando a Equacéo 2:%

lo—Iy

1% = x 100 Equagao 2

0
Onde Io é a resposta inicial do biossensor ao ATCI antes da incubacdo na solucéo de
pesticida e 11 é a resposta apés a incubacao na solucdo do inibidor. Para o filme de PPi-IC-AChE
utilizou-se o potencial em - 0,4 V para calcular a mudanga da corrente de pico produzida,

obtendo-se (Figura 43) uma faixa de inibicdo de 48 a 95,2 %, correspondente a solugdo mais
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diluida (1,152x107 mol L) até a mais concentrada (5x10* mol L™). Através dos resultados
obtidos, a inibicio do MP foi proporcional a sua concentragio em uma faixa, de 5,76x107" &

1x10° mol L (inset), e a equagdo de linearizagdo da inibicdo (%) obtida foi:
| (%) = 1,92x10%c + 54,9815 (%), com um coeficiente de determinacio (R?) de 0,976.

O limite de detecgdo (LD) e de quantificacdo (LQ) foram calculados a partir da média
das correntes obtidas pela voltametria ciclica do filme em ATCI (branco), onde foram aplicados
10 ciclos. Utilizando-se um potencial de -0,5 V para a selecdo das correntes, calculou-se a média

através da Equacéo 3:
X=— Equacéo 3

Onde Xi é a soma das correntes em - 0,5 V e n é o numero de ciclos aplicados. Obteve-

se um valor de 54,42x10° A, a partir disso calculou-se o desvio padréo (DP), através da Equacéo

4.
DP = /@ Equacéo 4

Onde xi € a corrente para cada ciclo em — 0,5 V, obtendo um valor de 10,09x10° A para
0 DP. Com a inclinacgdo da reta da inibigédo (%) (Figura 43), calculou-se o limite de deteccéo e

de quantificacdo, através das Equacdes 5 e 6:

Equacbes5e 6

Onde b ¢ a inclinagdo da reta. Os valores obtidos foram de 1,57x10! e 5,25x10"** mol
L%, respectivamente para LD e LQ, e através de uma regra de 3 simples, converteu-se esses
valores em termos da massa de MP detectado, ao multiplicar os valores encontrados para LD e
LQ pela massa molar de MP. Foi obtido ento para o LD um valor de 4,15 ng L e LQ de 13,8
ng L. O limite de deteccdo obtido é comparavel com os que ja foram reportados em outros
trabalhos (Tabela VII) com biossensores de nanocompositos baseados na inibicdo da enzima,

sendo um valor menor dos quais ja foram encontrados para esse tipo de material.
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Figura 43. Curva de calibracdo do PPi-IC-AChE para a determinacdo de MP. inset: Relacdo
linear entre inibicdo (%) e concentracdo de MP.

Para o filme de PPi-IC-NPAu-AChE (Figura 44), de forma semelhante, a corrente
produzida diminui conforme se aumenta a concentracdo de metil paration. O filme também foi
imerso em solugdes de MP com diferentes concentracGes por 5 minutos para a inibi¢do. Os
picos de oxidacdo e reducdo, referentes a hidrolise de ATCI (voltamograma a), foram
observados em ca. + 0,36 V e - 0,56 V, respectivamente, e continuam presentes apds a inibicédo
na primeira solucdo do pesticida MP (voltamograma b), porém ambos diminuem o sinal da
corrente com 0 aumento das concentragdes das solucGes de MP. Para o pico de oxidacgéo, o
comportamento segue, no mesmo potencial, até nenhum sinal ser detectavel, apés as inibicoes
nas solucdes mais concentradas (voltamograma | a 0), enquanto que para o pico de reducédo
observa-se a mesma diminuicdo da corrente, com a intensidade do pico decrescendo
proporcionalmente com o aumento das concentracfes do pesticida e o potencial se deslocando

para um valor de - 0,73 V apés a inibicao na solugdo mais concentrada.
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Figura 44. Voltamograma do PPi-IC-NPAu-AChE em 0,5mM de ATCI em PBS (a) e depois
dainibicdo em 1,152x107 (b), 5,67x107 (c), 3,84x10°° (d), 5x10° (e), 7,68x10°® (), 1x107 (g),
2,99x107° (h), 5x10 (i), 7,48x10° (j), 1x10™* (k), 2,99x10* (I) e 5x10* (m), 6,24x10* (n) e
1x107 (0) mol L de MP, respectivamente. Velocidade e varredura de 5 mV s,

A porcentagem de inibicdo pelo MP no filme PPi-IC-NPAu-AChE também foi
calculada, utilizando o potencial em -0,4 V para calcular a mudanca da corrente de pico
produzida, e esta apresentada na Figura 45. Atraves dos parametros otimizados, o filme
PPi-IC-NPAu-AChE obteve uma faixa de inibicao de 9,42 a 62,1 %, correspondente a solucdo
mais diluida (1,152x107 mol L) até a mais concentrada (1x10° mol L!). Através dos
resultados obtidos, a inibicdo do MP foi proporcional a sua concentracdo em duas faixas, de
1,152x107" mol L & 7,68x10° mol L™ (inset A), com variacdo na inibicdo de 9,42 & 30,19 %,
e de 1x10° mol Lt & 1x10* mol L (inset B), com variagdo na inibicdo de 32 & 51,43 %. As

equac0es de linearizacdo das inibi¢cbes obtidas para cada faixa de concentracao foram:
1(%) = 2,67x10% + 10,19 (%) com R? = 0,968 e
1(%) = 2,13x10° + 31,28 (%), com R? = 0,948, respectivamente.

O limite de deteccéo e de quantificacao foram calculados conforme foi feito para o filme
PPi-IC-AChE, a partir da média das correntes obtidas pela voltametria ciclica do filme em ATCI
(branco), onde foram aplicados 10 ciclos. Utilizando-se o potencial de 0,2 V para a selecéo das
correntes, calculou-se a média através da Equacdo 3, obtendo um valor de 89,05x10° A, e a

partir disso calculou-se o DP, através da equacio 4, sendo esse um valor de 50,34x10° A. Com
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ainclinacdo da reta da inibigdo (%) (Figura 45) encontrada na faixa de 9,42 a 30,19 %, calculou-
se o LD e o LQ, através das Equagdes 5 e 6. Os valores obtidos foram de 5,65x107! e 1,88x10°
¥ mol L1, para LD e LQ respectivamente e seguindo do calculo utilizado anteriormente, através
de uma regra de 3 simples, converteu-se esses valores em termos da massa de MP detectado,
encontrando-se entdo valores finais de 14,8 ng L™ parao LD e de 49,5 ng L™ para o LQ. Assim
como filme anterior, o limite de detec¢éo obtido para PPi-IC-NPAu-AChE é comparavel com
os que ja foram reportados em outros trabalhos (Tabela VII) com biossensores de
nanocompositos baseados na inibicdo da enzima, sendo um valor menor dos quais ja foram

encontrados para esse tipo de material.
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Figura 45. Curva de calibracdo do PPi-IC-NPAuU-AChE para a determinacdo de MP. Inset:
Relacdo linear entre inibicdo (%) e concentracdo de MP.

81



Tabela V11. Comparacao de biossensores imobilizaos com AChE em polimeros condutores para
deteccdo de pesticidas.

Biossensor Transdutor Analito Imobilizacéo LD Ref.
PPI-IC- Potenciométrico Metil Adsorcéo fisica 4,15 Esse
AChE Paration ¢ ng L trabalho

PPI-IC- Potenciométrico Metil Adsorcdo fisica 14.8 Esse
NPAuU-AChE Paration ¢ ng L trabalho
AChE/Au- L : N 0.5

PPY_1GO Potenciométrico  Paraoxon Etil Eletropolimerizacao M 44
poly(SNS- 111
NH2)/AChE-  Amperométrico  Paraoxon Etil Ligacéo covalente M 97
Cho H
1.4
pmol
GC/MWCN Cronoamperomé- Carbaril e X g Ltle
T/ Hico Metomil Adsorcao fisica 0.95 100
PANI/AChE '
pumol
L-l
poly(TTP)/ L . L 4.08
AChE/GCE Potenciométrico Malation Ligacdo covalente M. 101

Os resultados da deteccdo do metil paration para o filme PPi-IC-DS-NPAu-AChE nao
foram apresentados, pois como previsto na caracterizacao eletroquimica, o filme nédo apresentou
uma resposta com picos caracteristicos, adicionalmente, ndo apresentou estabilidade a todas as
medidas de inibicdo, ocorrendo facilmente o desprendimento do filme do FTO,
impossibilitando a conclusdo do estudo e por consequéncia a detec¢do do MP nesse filme. Isso
pode ser atribuido ao fato desse filme ser mais espesso, uma vez que foi sintetizado com dois

dopantes, e apos a imobilizacdo da AChE sua superficie tornava-se rugosa, o que facilitava a
perda de aderéncia do filme.
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5. CONCLUSAO

Através desse trabalho foi possivel sintetizar e caracterizar, de forma simples e eficiente,
filmes de polimero condutor modificados para o possivel uso como biossensor enzimatico de
pesticida. A caracterizagcdo estrutural feita por FTIR e Raman evidenciou a presenca dos
dopantes, das nanoparticulas de ouro e das enzimas na matriz do polimero, além de permitirem
comparar a eficiéncia de imobilizacdo. Atraves das caracterizacdes morfoldgicas foi possivel
observar que os filmes contendo DS ndo favorecem a imobilizacdo da enzima, sendo
corroborado pelo fato de que durante a caracterizacdo eletroquimica do PPi-IC-DS-NPAu-
AChE e na deteccdo do pesticida, o filme ndo apresentou resposta caracteristica, se
desprendendo facilmente do eletrodo. Os resultados obtidos através do UV-VIS-NIR,
mostraram um maior nivel de dopagem para os filmes sintetizados a 10 °C, e de fato, os filmes
de PPi-IC-AChE e PPi-IC-NPAuU-AChE sintetizados nesta temperatura apresentaram resposta
eletroquimica para o substrato ATCI, bem como para o par redox ferrocianato/ferrocianeto,
exibindo picos caracteristicos da hidrdlise da ATCI, confirmando assim que o método de
imobilizacdo utilizado foi eficiente, sendo um método simples e rapido. Ambos os filmes de
PPi-IC-AChE e PPi-IC-NPAu-AChE responderam a presenca do pesticida metil paration
através da técnica de voltametria ciclica, resultando na diminuicdo da corrente com o aumento
da concentracao das solugdes de MP. Através dos voltamogramas, obteve-se uma curva relativa
da porcentagem de inibi¢cdo em funcdo da concentracdo desse pesticida, obtendo-se para esses
filmes, limites de deteccdo com valores adequados para sua aplicacdo, sendo comparaveis a
outros trabalhos publicados na literatura.
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