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Resumo do Projeto Final de Curso apresentado a Escola de Quimica como parte dos
requisitos necessarios para obtencéo do grau de Engenheiro(a) de Bioprocessos.

BIOSSENSORES AMPEROMETRICOS BASEADOS EM FILMES
DE POLIMEROS CONDUTORES NANOESTRUTURADOS

Dafne Pires Pinto

Marco, 2012.
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A deteccdo e quantificacdo de substancias como colesterol e glicose no
organismo é de grande importancia em andlises clinicas, uma vez que a concentracao
destas substancias, entre outras, pode ser utilizada como parametro de diagndstico na
prevencao e tratamento de inimeras patologias. No presente trabalho, foram obtidos
eletroquimicamente biossensores baseados em polipirrol (Ppy) e glicose oxidase
(GOx) e caracterizados por técnicas eletroquimicas, microscopia eletronica de
varredura (MEV) e microscopia de forca atbmica (AFM). Os filmes Ppy/GOx obtidos
foram caracterizados por cronoamperometria (CA), voltametria ciclica (VC),
microscopia eletronica de varredura (MEV) e microscopia de forca atdmica (AFM).
As caracterizacdes dos filmes Ppy/GOx, obtidos reprodutivelmente, sugerem que 0s
estes apresentam eletroatividade com a presenca da enzima na superficie, de forma
similar a outros filmes de polipirrol relatados na literatura. A caracterizagcdo dos
dispositivos em solucdo contendo glicose e sem glicose sugere o reconhecimento do
soluto (glicose) presente na solucdo devido a maior definicdo dos picos de oxidagédo e
reducdo na solucdo contendo glicose. A caracterizacdo por VC evidenciou que 0s
processos eletroquimicos na superficie do filme sdo irreversiveis e controlados pela
difusdo das espécies até o eletrodo, para os quais os valores de corrente de pico
apresentam uma dependéncia linear com v*, enquanto os potenciais associados aos

mesmos variam linearmente com v.

A sensibilidade dos dispositivos a presenca de glicose foi avaliada analisando-
se a resposta amperométrica dos filmes Ppy/GOx frente a adicdo de glicose em
concentragdes predeterminadas. Esta resposta foi aproximadamente linear, o que

indica a perspectiva de aplicagéo do dispositivo como biossensor.
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1. INTRODUCAO

Atualmente, biossensores tém sido muito pesquisados, sendo considerados
ferramentas analiticas poderosas que fazem uso do biorreconhecimento, resultando em
respostas rapidas e sensiveis, combinando a seletividade das reacfes bioquimicas com a
simplicidade operacional (Lima e Nunes, 2007).

A utilizacdo de biossensores tem aumentado por serem promissores para
suplementar as técnicas ja existentes, pelas suas caracteristicas singulares como
seletividade, tempo de resposta pequeno, baixo custo, portabilidade, facilidade de uso,
construcdo e obtencdo de respostas em tempo real (Louzada et al, 2004 e Milagres,
1996).

Os biossensores sdo construidos utilizando-se técnicas de imobilizacdo de
diferentes espécies bioldgicas, como enzimas, anticorpos, DNA entre outras. A escolha
do material bioldgico a ser utilizado depende do analito a ser estudado, pois o primeiro
deve reagir seletivamente com o segundo.

Por exemplo, um biossensor enzimatico utiliza enzimas como material
bioldgico, as quais precisam ser imobilizadas adequadamente e acopladas a um
transdutor. As enzimas tém sido largamente usadas como material bioldgico dos
biossensores devido as suas propriedades de especificidade, de catalise, alta
sensibilidade e seletividade.

A reacdo do material biolégico com o substrato de interesse ira gerar sinais
quimicos como mudanca de concentracdo de prétons, liberacdo e absorcdo de gases,
como amonia e oxigénio, emisséo, absorcdo ou refletancia de luz e emisséo de calor que
serdo traduzidos pelo transdutor em respostas mensuraveis como corrente elétrica,
diferenca de potencial elétrico, mudanca de temperatura, etc. Este sinal pode ser
amplificado, processado ou armazenado para posteriores analises (Louzada et al, 2004).

Atualmente, um grande nimero de pesquisas sobre biossensores estdo sendo
direcionadas para aplicacbes em quimica, medicina, meio ambiente, inddstrias
alimenticias e biotecnologia.

Por exemplo, biossensores podem ser utilizados para a deteccdo e a
quantificacdo de substancias como glicose e colesterol, que é de grande importancia em

andlises clinicas, ja que a concentragdo destas substancias pode ser usada como



pardmetro de diagnostico na prevencdo e tratamento de inumeras patologias, como
diabetes de mellitus. Em comparagdo as técnicas frequentemente empregadas na
quantificacdo de substancias em fluidos bioldgicos, a utilizacdo de biossensores
eletroquimicos na quantificacdo dessas substancias pode apresentar vantagem em
relacdo a velocidade e ao custo de execucdo da determinacdo (Pereira, 2008).

Os polimeros condutores sdo uma classe de polimeros funcionais que foram
descobertos na década de 70, e tém sido objeto de estudo hd mais de 20 anos. Estdo
entre 0s materiais elaborados e desenvolvidos em decorréncia do grande avanco
tecnoldgico observado a partir do século XX. Os polimeros condutores apresentam em
sua estrutura molecular ligagBes duplas conjugadas (as vezes intercaladas com
heteroatomos, como nitrogénio, enxofre e oxigénio) resultando em uma deslocalizacao
eletrbnica ao longo da cadeia polimérica, a que se devem a condutividade elétrica e as
propriedades eletroquimicas e eletrocrémicas desses materiais. Passam de isolantes a
condutores por um processo de oxidagdo do sistema m conjugado (Luz et al, 2006 e
Cruz, 2006).

Alguns dos polimeros mais conhecidos sd@o o poliacetileno (PA), Poli(p-
fenileno) (PPP) polipirrol (PPy), o politiofeno(PTh) e a polianilina (PANI), cujas

estruturas sdo mostradas a seguir.
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Figura 1: Estrutura geral de alguns polimeros condutores na forma dopada. (Cruz,
2006)

Esses polimeros sdo muito atraentes como materiais transdutores em Vvarios
dispositivos, devido a reversibilidade quimica, eletroquimica e as propriedades fisicas
de suas cadeias, que sao controladas por um processo de dopagem e desdopagem. Uma
subclasse de polimeros condutores sdo os polimeros condutores nanoestruturados, que
além das propriedades mencionadas anteriormente, também possuem as caracteristicas
dos nanomateriais, como grande area superficial, efeitos quénticos, dentre outros, que
reforcam os méritos desses polimeros no desenvolvimento e fabricacdo de sensores
inovadores.

Sensores de polimeros condutores sdo baseados na variagdo de sua capacitancia,
propriedades Oticas, propriedades redox, etc. A sensibilidade desses materiais €
principalmente dada pela diferenca de uma propriedade especifica antes e apo6s da
exposicdo a uma molécula alvo. Portanto, a area supercifial de polimeros condutores
desempenha uma importante funcdo na determinacéo da sensibilidade de um sensor. A

variacdo da condutividade causada por processos de dopagem e desdopagem é
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largamente utilizada em sensores baseados em polimeros condutores. As moléculas alvo
podem aumentar ou reduzir o nimero e a mobilidade de portadores de carga, que resulta
em uma mudanca de condutividade global.

Sensores baseados em polimeros condutores, como sensores de gases, sensores
de hidrogénio e sensores de acido acético tém sido relatados. Atualmente, deseja-se a
fabricagdo de sensores baseados em polimeros condutores nanoestruturados, com alta
sensibilidade, ciclabilidade, bem como tempo de resposta rapido.

Em sensores baseados em polimeros condutores convencionais ou bulk, o tempo
de resposta a uma molécula alvo é relativamente grande devido a baixa penetracdo da
mesma no polimero. Entretanto, em sensores baseados em polimeros condutores
nanoestruturados, espera-se um tempo de resposta significativamente menor, devido as
estruturas porosas do polimero. Portanto, € previsto que polimeros condutores
nanoestruturados com grandes areas superficiais e estrutura porosa sdo excelentes
materiais sensores (Xia et al, 2010).

A obtencdo de polimeros condutores é feita através de sintese quimica ou
eletroquimica, entretanto, as propriedades desses materiais sdo altamente dependentes
de sua micro-estrutura e morfologia, sendo estes determinados pelo método de sintese,
contra-ion e outras variaveis (Cruz, 2006).

Porém, a sintese de nanoestruturas de polimeros condutores ainda é uma questao
limitante das suas aplicacfes em sensores. Nesse momento, 0s métodos hard template e
soft template, bem como abordagens fisicas (por exemplo, tecnologia electro-spining),
tém sido largamente empregados na sintese de micro ou nanoestruturas de polimeros
condutores. Entretanto, métodos de sintese em larga escala, simples, eficientes e
controlados para preparacdo de polimeros condutores nanoestruturados encontran-se
ainda em desenvolvimento (Xia et al, 2010).

Dentre os polimeros condutores o polipirrol tem recebido muita atengdo em
funcdo das varias possibilidades de aplicacdes que estdo baseadas na facilidade de
sintese, quimica ou eletroquimica, em sua mudanca reversivel entre estados
isolantes/condutor através de processos de dopagem/desdopagem eletroquimica e em
boas propriedades condutoras. Outra propriedade interessante desse polimero é o
eletrocromismo, que consiste na alteracdo de coloracdo induzida por processos

eletroquimicos reversiveis, que possibilita aplicagbes em dispositivos Opticos e
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fotoeletrocrdmicos. Outras aplicagdes sdo propostas em sensores quimicos e bioldgicos
e também no campo da medicina para a distribuicdo continua de medicamentos (Luz et
al, 2006).

Nesse trabalho, um biossensor para a deteccdo de glicose foi obtido atraves da
sintese eletroquimica galvanostatica de polipirrol, com a imobilizaco da enzima glicose
oxidase durante o processo. Foi utilizado sais de KCI como eletrdlito suporte. Foram
feitas voltametrias ciclicas nas velocidades de 10mV/s a 100mV/s, e
cronoamperometria, para a caracterizacdo do biossensor. Para a caracterizacdo
morfoldgica do biossensor, foram utilizadas as técnicas de Microscopia Eletronica de
Varredura (MEV) e Microscopia de Forga Atdmica (AFM).



2. BIOSSENSORES

Biossensores sdo instrumentos analiticos que utilizam material bioldgico ligado
a um sistema adequado de transducdo que converte um sinal bioldgico ou bioquimico
em um sinal elétrico quantificavel e processavel. Podem ter aplicacdo nas areas de
diagnose clinica, militar, controle de processos, industrias de alimentos e bebidas,
agricultura e monitoramento do meio ambiente. Dentre as areas que mais vém se
desenvolvendo na criagdo e também na comercializacdo destes instrumentos sdo as
areas medica e de alimentos (Coelho et al, 2008).

Biossensores sdo promissores no campo de diagnéstico de doencas infecciosas e
outras, em tempo real e possibilitam a intervencdo precoce, e consequentemente a
contencédo da doenca (D’Orazio, 2011, pag 1755).

Em especial, o biossensor de glicose € um dos biossensores mais bem sucedidos,
utilizados para monitorar 0s niveis de agUcar no sangue de pessoas diabéticas
(Maldovan, 2007, pag 159).

Atualmente, também tém sido propostos para a medida de biomarcadores de
cancer, biomarcadores cardiacos, bem como biomarcadores para doencgas autoimunes,
doencas infecciosas e para a analise de DNA. Biossensores baseados em células inteiras
imobilizadas tiveram novas aplica¢fes, como detectar a presenca de cancer e monitorar
a resposta de células cancerosas aos agentes quimioterapicos (D’Orazio, 2011, pag
1749).

A monitoracdo continua, rapida e sensivel € requerida para a medicédo eficiente
da concentracdo do fluido corporal, para fins de diagnostico e avaliacdo do progresso de
doencas. Nesse contexto, biossensores eletroquimicos sdo métodos analiticos
promissores para a deteccdo sensivel e seletiva de biomoléculas (Rahman et al, 2008,
pag 126).

O funcionamento dos biossensores, de forma geral, se baseia inicialmente no
reconhecimento de um substrato pelo componente bioldgico. Alta especificidade e
sensibilidade do componente bioldégico com o substrato de interesse sdo de grande
importancia para o bom funcionamento do biossensor. Em seguida, como produto da
interacdo entre a molécula bioldgica e o substrato, variagdes de um ou mais parametros

fisico-quimicos sdo gerados e estes produzem ions, elétrons, calor, luz, massa,



fluorescéncia ou gases, que sdo convertidos em um sinal elétrico quantificavel e

processavel pelo uso de um transdutor adequado (Coelho et al, 2008).

Substrato &, Produto
(analito) \‘\ a
w

Enzima

Polimero
condutor

Sinal eletroquimico
(deteccao)

Figura 2: Esquema representativo do principio de funcionamento de um biossensor
eletroquimico.

A aplicacdo de um biossensor permite a detecgdo quantitativa de uma
determinada espécie, pois este responde seletiva e reversivelmente a espécie quimica
produzindo um sinal elétrico cuja intensidade depende da concentracdo da dita espécie
(Coelho et al, 2008).

A maior parte dos biossensores desenvolvidos utiliza enzimas como
componentes bioldgicos, geralmente imobilizadas. A vantagem do uso de enzimas é que
estas sdo catalisadores biologicos altamente especificos e seletivos. Outras vantagens
sdo a disponibilidade de um sitio reativo que possa reagir/interagir com o analito,
estabilidade face ao meio e as condicdes de medicdo e possibilidade de
modificacdo/imobilizacdo sobre suportes por métodos quimicos sem afetar seu
desempenho (Coelho et al, 2008).

Porém, as desvantagens da aplicacdo destes componentes bioldgicos devem-se a
baixa estabilidade que estes apresentam; a necessidade de cofatores, em alguns casos; a
sensibilidade a variagfes das condi¢cbes ambientais e ao custo elevado. A Tabela 1
apresenta alguns exemplos de biossensores enziméaticos e suas &reas de aplicacéo
(Coelho et al, 2008).



Tabela 1: Exemplos de biossensores enzimaticos (Coelho et al, 2008)

Componente |Enzima Tipo Faixa Areas

medido imobilizada de transdutor |de medida de aplicagdo

Glicose Glicose oxidase, | Amperométrico [10° - 10* M Industria de

Sacarose Invertase alimentos,
agricultura

Etanol Alcool Amperométrico |Até 800 ppm Anédlise clinica

desidrogenase

Acido Ascorbato Amperometrico [62,5—-500 uM |Industria de
Ascorbico oxidase Alimentos

Fenol Rodinase Calorimétrico |0,01M -1,0 M |Meio Ambiente
Peroxido Peroxidase Otico 1-10mM Bioprocessos,
de hidrogénio Analise clinica
Penicilina Penicilinase Potenciométrico |10 - 102 M |Médica

2.1. Enzimas ligadas a transdutores

O primeiro biossensor para a determinacdo de glicose, conhecido como eletrodo
de enzima, foi apresentado por Clark e Lyons, em 1962. E entre véarios exemplos, se
pode citar os biossensores enzimaticos amperométricos para colina e glutamato que
foram fabricados imobilizando covalentemente as enzimas colina oxidase e glutamato
oxidase em camadas de poli-5,2’:5°2-tertiofeno-3’-acido carboxilico, poli-TTCA (Poli-
CP).

A forma mais simples de um sensor enzima-transdutor é o denominado eletrodo
enzimatico que é uma combinacdo de sondas eletroquimicas (amperométrica,
potenciométrica e condutométrica) com uma fina camada (10 a 200 nm) de enzima
imobilizada. Nesse caso, a enzima se une a partir de um procedimento de imobilizacéo
a um eletrodo. Nesses dispositivos, a funcdo da enzima € promover a seletividade em

virtude de sua afinidade bioldgica por um substrato, em particular. O eletrodo, por sua
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vez, ira detectar a presenca do substrato ou do produto proveniente dos sinais elétricos
oriundos da reagdo enzimética. O progresso da reagdo enzimética € monitorado tanto
pela taxa de formacdo de produto ou do desaparecimento do reagente, que gera uma
corrente elétrica que é detectada pelo eletrodo, e pode ser diretamente relacionada a
concentracdo do analito (Maldovan, 2007, pag 159).

Por exemplo, no caso do biossensor de glicose, uma enzima depositada na
superficie de um eletrodo age como elemento de bioreconhecimento para identificar
moléculas de glicose. Quando uma enzima (ex:. Glicose Oxidase) reconhece a
molécula de glicose, ir& agir como catalisador para produzir acido glucénico e peréxido
de hidrogénio usando oxigénio do ar. A transferéncia de elétrons devido ao
acoplamento hidrogénio/perdxido de hidrogénio é facilmente detectavel e o fluxo de
elétrons é proporcional ao nimero de moléculas de glicose presentes na solucéo.

As reacOes de oxidacdo da glicose e regeneracdo da enzima sdo representadas na

Figura 3.
p-D-glicose D-gliconolactona
CH,OH CH,OH
(@] OH O
OH OH O
OH m OH
OH
OH GOx-FAD GOx-FADH,
H,O
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CH>;OH
OH

OH

OH

acido glicénico

Figura 3: Reacdo enzimética de oxidag&o da glicose.

Quanto as novas matrizes de imobilizagdo de enzimas utilizadas, estas incluem
filmes compositos, microparticulas poliméricas, quitosana e polimeros condutores, que
permitem a transferéncia de elétrons entre biorreages e eletrodos, sem a necessidade de

nanoparticulas. As vantagens de performance da transferéncia direta de elétrons



incluem tempo de resposta mais rapido. Outras melhoras publicadas recentemente
incluem vida util de 60 dias ou mais, melhor resisténcia a condi¢es ambientais durante
a estocagem do sensor e melhor seletividade em relacdo a outras substancias
interferentes (D’Orazio, 2011, pag 1756).

Um grande numero de eletrodos enziméaticos tem se baseado em eletrodo de
oxigénio combinado com reagdes redox enziméticas. Um exemplo é a determinacgdo de
glicose com a enzima glicose oxidase: a medida que a reacdo transcorre, a concentragdo
de oxigénio cai e esta variacdo pode ser detectada de forma continua pelo eletrodo. Na
pratica, esta resposta pode ser modificada por alguns fatores externos que afetam o
tempo necessario, isto é, quando a velocidade de acesso do substrato a enzima e a
velocidade de consumo séo iguais. Em geral, esse ponto é alcancado entre 30 segundos
e 10 minutos (Coelho et al, 2008).

Como se pode notar da Tabela 1, os biossensores também podem ser
classificados em relacdo ao tipo de transdutor. Os transdutores empregados nos

eletrodos sdo de dois tipos: potenciométricos e amperomeétricos.(Coelho et al, 2008)

Potenciométricos

Os transdutores potenciométricos, por exemplo o eletrodo de pH de vidro,
determinam o potencial entre um eletrodo de referéncia e um eletrodo do sensor. Dado
que o pH afeta a cinética das enzimas € evidente que este ndo € um parametro ideal de
medida. Conforme o pH muda devido a reacdo enzimética, também variarg a atividade
catalitica da enzima, causando deste modo uma resposta nao-linear da sonda com a
concentracdo. Para evitar tal interferéncia, modifica-se a seletividade do eletrodo frente
aos fons empregando-se, por exemplo, NH;" ou K* que sdo mais adequados para uma
utilizacdo em uma sonda enzimatica. As considera¢des tedricas indicam que a resposta
de um eletrodo enzimatico ser4 modificada com variacfes da temperatura externa. A
resposta de um eletrodo de vidro estd bem caracterizada e a maioria permite
compensacdo de temperatura. Todavia, seus efeitos na atividade enzimatica e na

estabilidade devem ser considerados (Coelho et al, 2008).
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Amperometricos

A segunda categoria de eletrodos € do tipo amperométrico ou eletroquimico.
Biossensores amperométricos sao dispositivos que apresentam resposta elétrica
especifica para diferentes substancias em uma amostra. Frequentemente, durante a
deteccdo do analito, h&a conversdo deste em outra espécie quimica, com liberacdo de
elétrons que sdo recolhidos por um sistema, dando origem a um sinal eletroquimico
(Cartwell, 1997).

O exemplo mais comum é o eletrodo de oxigénio de Clark. Esta baseado em um
catodo de platina (4H"+4e’+O, — 2H,0) e um anodo de prata (4Ag+4Cl" — 4AgCl +
4e”) mergulhados na mesma solucdo de cloreto de potassio, mas separados da amostra
por uma membrana. Ao se aplicar um potencial de 0,5 a 0,8 V entre os dois eletrodos, a
corrente gerada é proporcional a concentracdo de substrato na amostra (Coelho et al,
2008).

No caso de transdutores potenciométricos, o potencial € medido através de um
circuito de alta impedancia e, portanto, ndo ha corrente e ndo se consome substrato ou
produto. No caso do eletrodo amperométrico de oxigénio, o substrato da reacdo
enzimatica deve ser alterado pelas reacGes redox que ocorrem no eletrodo (Coelho et al,
2008).

Os processos que podem alterar o comportamento do eletrodo séo:

[S] — [Slsuperficie do eletrodo (difusdo em solugéo)

[S]superﬁcie do eletrodo —> [S]enzima (difusdo interna)

Estes processos descrevem o transporte do substrato. O consumo do substrato
pode ser descrito em termos da cinética enzimatica e, no caso dos eletrodos
amperométricos, da reacdo na sua superficie (Coelho et al, 2008).

Os efeitos de resisténcia a difusdo podem ser considerados através da
transferéncia de massa com reacdo quimica, de uma forma semelhante a que ocorre nos
reatores com enzima imobilizada. Na prética, os fatores que afetam a aplicabilidade da

sonda sao:
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— Tempo de resposta - reflexo do tempo necessario ao balanceamento da transferéncia
de massa por eliminacdo catalitica;

— Tempo de lavagem — € 0 tempo necessario para que a resposta da sonda volte a seu
nivel basal em uma solucdo livre de substrato;

— Faixa de linearidade - é dada pelo Km da enzima. A concentragbes
significativamente menores que o Km, a resposta da sonda sera de primeira ordem e,
portanto, linear. A medida que se incrementa a concentracdo e a enzima se satura, a
cinética passa a ser de ordem zero e surge a ndo-linearidade.

Como a resisténcia a transferéncia de massa é importante, entdo a concentracao
de substrato na superficie da enzima imobilizada serd mais baixa que em solugdo e a
faixa de linearidade efetiva aumentard. N&o obstante, ainda que os efeitos da
transferéncia de massa possam ampliar esta faixa, a vantagem obtida pode ser anulada
pelo aumento do tempo de resposta e de lavagem necessarios, que limitara a velocidade
de determinacéo das amostras (Coelho et al, 2008).

Outro tipo de biossensor € o biossensor colorimétrico. O principio deste é a
alteracdo das propriedades dpticas de determinadas substancias por reagdes enzimaticas
ou microbiologicas, sendo que a luz emitida por estes componentes biol6gicos ou sua
resposta sob iluminagdo pode ser convenientemente monitorada via elemento
fotossensor (Coelho et al, 2008).

2.2. Biossensores baseados em Nanotecnologia

Nanotecnologia é definida como o estudo de sintese, propriedades e aplicacdo de
estruturas e materiais tendo ao menos uma dimensdo critica entre 1 e 100nm. Em
relagdo aos biossensores, a dimensédo critica esta diretamente relacionada a funcéo de
medida do biossensor, tal como a dimensdo que controla a area disponivel para a
imobilizacdo do elemento de bioreconhecimento, ou a dimensdo que controla a
magnitude do sinal, tal como a area superficial do eletrodo no caso de biossensores
eletroquimicos, ou area disponivel para a deteccdo de formacdo de complexos entre
elementos de reconhecimento e analitos alvo no caso de biosensores baseados em
transdutores mecanicos. A grande razdo area superficial/volume superficial presente em

nanoestruturas para imobilizacdo de elementos de bioreconhecimento oferece potencial
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para alta amplificagdo de sinal e melhora a medida de sensibilidade (D’Orazio, 2011,
pag 1750).

A nanotecnologia tem sido aplicada a biossensores para melhorar a performance
dos mesmos utilizando modos de transducdo eletroquimicos, dpticos, mecéanicos e
fisicos, e permitir que as matrizes de biossensores sejam construidas para a deteccdo em
paralelo (D’Orazio, 2011, pag 1749). Talvez esta tenha sido a tendéncia mais notavel
na pesquisa de biossensores desde a década passada. Além de algumas vantagens de
performance mencionadas acima, a nanotecnologia oferece aos biossensores a
possibilidade de construcdo de arranjos de biossensores para medidas paralelas de alto
rendimento e a possibilidade para integragdo dos biossensores com microfluidos para a
construcdo de dispositivos lab-on-a-chip. Foi proposto a utilizacdo da nanotecnologia
para aumentar a biocompatibilidade dos biossensores e uma solucdo possivel ao
problema de rejeicdo dos biossensores implantaveis — um problema que tem dificultado
0 progresso na area do sensoreamento in vivo por varios anos (D’Orazio, 2011, pag
1750).

Vérias pesquisas recentes realcaram 0 uso de biossensores com nanotecnologia
para alcancar a deteccdo sensivel de biomarcadores cardiacos para diagndstico precoce
do infarto agudo do miocérdio (D’Orazio, 2011, pag 1755).

Outro exemplo € um novo tipo de biossensor de glicose baseado em nanotubos
de carbono simples (SWCNT) montados em um microeletrodo. O gas hidrogénio
gerado é absorvido pelos nanotubos de carbono, que modificam as suas condutividades,
devido a uma mudanca na estrutura das bandas. Esse tipo de dispositivo seria
minimamente invasivo ou, até mesmo, ndo invasivo, requerendo apenas uma pequena
amostra de sangue ou outro fluido corporal. Também poderia ser altamente sensivel,
muito rapido e imune a falsos positivos e ndo precisaria de calibracdo. Foi demonstrado
que um sinal de leitura € proporcional aos niveis de glicose dentro de um intervalo
clinicamente significativo (Maldovan, 2007, pag 159).

Atualmente, polimeros condutores nanoestruturados funcionalizados tém
recebido grande atencdo em nanociéncia e nanotecnologia em funcéo de suas grandes

areas superficiais. Tém tido aplicacdes em materiais para sensores, entre tantas outras.
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2.3. Biossensores baseados em polimeros condutores

Durante as ultimas trés décadas, polimeros condutores emergiram como um dos
materiais mais interessantes para a fabricacdo de sensores eletroquimicos. A
modificacdo de sensores eletroquimicos com materiais polimeéricos condutores tem sido
utilizada para transmitir sensibilidade e seletividade para os analitos de interesse clinico.

Polimeros condutores sdo materiais versateis para biossensores, porque eles
podem ser produzidos de forma rapida, com controle de espessura e porosidade e
também podem ser seletivamente imobilizados por eletropolimerizacdo em &reas bem
pequenas em diversas superficies, provendo entdo, uma rota facil para a funcionalizacéo
de microeletrodos (Xia et al, 2010, pag 7).

Os filmes de polimeros condutores que melhoram a performance de
sensoreamento dos biossensores podem ser divididos em trés aspectos: a espessura do
filme em nanoescala, a porosidade e a morfologia (Xia et al, 2010, pag 7).

A boa performance de nanofilmes de polimeros condutores € devida a grande
parte disponivel da superficie externa que pode interagir com os analitos. Em filmes de
polimeros condutores com rugosidade em nanoescala, a boa performance é devido a
maior quantidade de sitios de ligacdo disponiveis para os analitos, em decorréncia da
maior area superficial. J& em filmes de polimero condutor nanoporosos, a sensibilidade
é independente da espessura do filme, devido a estrutura porosa, que por sua vez garante
a boa performance por facilitar a interacdo do analito em todas as areas expostas, dentro
e fora do filme. Serd dado destaque ao aspecto da espessura do filme em nanoescala,
que corresponde ao aspecto do filme gue foi sintetizado nesse trabalho.

As vantagens em se utilizar polimeros condutores em sensores, em relacdo aos
materiais convencionais sdo as seguintes: a) a disponibilidade de diversos tipos de
mondmeros e analogos sintéticos; b) preparacdo quimica que permite a producdo de
massa e miniaturizacdo dos sensores; c) a facilidade com que biomateriais como
enzimas, anticorpos e células inteiras podem ser incorporados; d) a habilidade de
mudancga do estado de oxidacdo do polimero apds a deposicdo, moldando assim as
caracteristicas sensorias do filme; e e) a habilidade de se obter respostas reversiveis a

temperatura ambiente (Moldovan, 2007, pag 154).
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E a grande vantagem € o potencial de exibir respostas de propriedades
melhoradas e a sensibilidade a pertubacfes muito pequenas (Rahman et al, 2008, pag
118).

E conhecida a compatibilidade dos polimeros condutores com moléculas
bioldgicas em solucdes neutras. E esses polimeros também podem ser modificados para
ligar biomoléculas a um biossensor (Rahman et al, 2008, pag 118).

Trabalhos sobre o desenvolvimento de biossensores eletroquimicos utilizando
polimeros condutores sdo descritos na literatura envolvendo a sintese quimica ou
eletroquimica do polimero com a imobilizagdo de enzimas especificas durante este
processo. Diferentes métodos de imobiliza¢do séo descritos na literatura, envolvendo a
modificacdo quimica de superficies de filmes poliméricos (Fiorito et al, 2006), o
encapsulamento de enzimas com revestimento de polimero condutor (Ramanavicius et
al, 2005), dentre outros.

Outra vantagem dos polimeros condutores é que a sintese eletroquimica permite
a deposicdo direta do filme no eletrodo seguido pela imobilizacdo das enzimas. Assim,
as propriedades Unicas dos polimeros condutores juntamente com a possibilidade de
imobilizar enzimas durante a sintese eletroquimica tem sido explorada para a fabricacédo
de biossensores amperométricos (Rahman et al, 2008, pag 126).

Alguns dispositivos tém limite de detec¢do da ordem de 10® mol.L™ e, em geral,
a especificidade da deteccdo permite a utilizacdo do biossensor diretamente em fluidos e
amostras reais. Outro aspecto de importancia a ser considerado é a possibilidade de
obtencdo de relacdes lineares entre o sinal eletroquimico e a concentracdo do analito, na
maior faixa de concentracGes acessiveis experimentalmente. Esta caracteristica deve
garantir a aplicacdo direta do método em amostras com diferentes concentracdes
(Darain et al, 2007).

Nos anos recentes, estudos de sensores baseados em polimeros condutores
mostraram uma tendéncia ao desenvolvimento de sensores baseados em polimeros
condutores nanoestruturados, devido a possibilidade de moldar tamanhos e estruturas, e
portanto, as propriedades desses materiais. Por exemplo, nanoestruturas de polimeros
condutores, tais como nanotubos e nanoparticulas oferecem novas oportunidades como

plataformas de sensoreamento para as areas biolégicas e ambientais (Xia et al, 2010,

pag 7).

15



2.3.1. Biossensores baseados em polimeros condutores nanoestruturados

A sensibilidade e o tempo de resposta de um biossensor de polimero condutor
sdo altamente dependentes da espessura do filme. Dessa forma, um analito pode
adsorver e se difundir em um filme mais fino de forma mais facil do que em um filme
espesso. E ainda, filmes mais finos apresentam maior area superficial para a interacdo
com o analito. Consequentemente, maior sensibilidade e tempos de resposta mais
rapidos sdo esperados a medida que o filme se torna mais fino (Xia et al, 2010, pag 7).

De acordo com Xia et al (2010) filmes nanoestruturados de polimeros
condutores podem ser produzidos através das técnicas de polimerizacdo eletroquimica,
spin-coating e camada por camada (LBL), nas quais as moléculas bioativas podem ser
incorporadas. Por exemplo, um processo simples de eletropolimerizacao foi empregado
para a fabricacdo de um filme ultra-fino de PPy-glicose oxidase (~55nm), para o
sensoriamento potenciométrico de glicose. O uso de densidade de corrente mais baixa
por um periodo mais longo para alcancar a mesma quantidade de carga transportada,
permitiu a formacdo de um filme ultra-fino mais homogéneo e permedavel, dando

consequentemente melhor sensibilidade a glicose.

2.4. Perspectivas

Muitos dos relatos de biossensores encontrados na literatura se referem a
deteccdo de um ou poucos analitos, contudo, 0s biossensores com promessas comerciais
devem ser baseados em tecnologias de sensoreamento versateis para suportar elementos
de reconhecimento intercambidveis, e na possibilidade de miniaturizacdo para
possibilitar o sensoreamento paralelo. Seriam de boa promessa comercial ainda
biossensores baseados em tecnologias que apresentam vantagens de desempenho sobre
0s métodos existentes ou ainda sensibilidade ou especificidade melhorada.

O nUmero de pesquisas que descrevem novos biossensores para analitos de
interesse clinico continua a crescer, porem o movimento dos biossensores das pesquisas
laboratoriais para laboratorios clinicos tem sido lento.

O grande impacto dos biossensores sera sentido em ensaios locais point-of-care,

sem o0 suporte do laboratério. O desenvolvimento de dispositivos portateis em
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localizagGes remotas poderiam ser Uteis, especialmente em paises em desenvolvimento
onde 0 acesso a locais de saude com suporte laboratorial é limitado. A integracdo dos
biossensores em uma instrumentacdo confidvel e facil de usar serd necessaria para
garantir o sucesso do biossensor baseado em sistemas point-of-care (D’Orazio, 2011,
pag 1749, 1750 e 1755).
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3. POLIMEROS CONDUTORES

Os polimeros condutores tém atraido consideravel atencdo nas Gltimas trés
décadas devido as suas propriedades elétricas distintas. As vezes sdo chamados de
metais sintéticos por apresentarem propriedades elétricas, eletrbnicas, magnéticas e
Opticas que sdo inerentes aos metais e semicondutores. Exibem propriedades
condutoras de metais, propriedades mecénicas atrativas e vantagens de processamento
de polimeros. (Boyulkbayram, 2005, pag 1)

Por exemplo, polimeros condutores eletroativos como polipirrol (PPy),
politiofeno, e polianilinas s&o estruturas complexas e dinamicas que cativam a
imaginacdo dos que estdo envolvidos na pesquisa de materiais inteligentes.(Wallace et
al, 2002)

Muitas definicGes sdo empregadas por varios autores, para o conceito de
materiais inteligentes. Segundo Wallace et al (2002), um material inteligente é capaz
de reconhecer estimulos ambientais apropriados, processando a informacao proveniente
de um estimulo e respondendo ao mesmo de maneira apropriada num certo periodo.
Uma outra caracteristica desejavel é que o material deveria ser idealmente auto-
alimentado, tendo fungdes de converséo e armazenamento de energia.

E possivel criar polimeros condutores com diversas propriedades. Por exemplo,
a manipulacdo das propriedades quimicas pode gerar materiais capazes de capturar
anions simples ou bioativos. Propriedades elétricas podem ser manipuladas com a
finalidade de produzir materiais com diferentes condutividades e propriedades redox.
As propriedades redox podem ainda ser manipuladas através de processos redox. A
aplicacdo de corrente elétrica pode resultar em mudancas drasticas nas propriedades
quimicas, elétricas e mecéanicas dos polimeros condutores. Essas propriedades
complexas podem ser controladas apenas se entendemos, em primeiro lugar, a natureza
do processo que as regula durante a sintese, e em segundo lugar, 0 quanto essas
propriedades podem ser modificadas devido & aplicacdo de um estimulo elétrico. E a
habilidade de controlar as propriedades dindmicas dos polimeros condutores em
diversos ambientes operacionais que poderia levar ao desenvolvimento de materiais
inteligentes (Wallace et al, 2002).



E possivel controlar as propriedades quimicas e elétricas durante a sintese, pois
essas propriedades variam em funcdo da aplicacdo de estimulo externo (Wallace et al,
2002).

A organizacdo molecular requerida para alcancar as propriedades quimicas e
elétricas desejadas ira determinar as propriedades mecénicas do material. Cada uma das
trés propriedades (quimica, elétrica e mecénica) estdo ligadas (Wallace et al, 2002).

Uma grande variedade de métodos de sintese e processamento existentes na
literatura podem ser utilizados para produzir materiais na forma que possam ser
integrados em estruturas verdadeiramente inteligentes (Wallace et al, 2002).

Polimeros condutores emergiram como um dos principais assuntos na pesquisa
de materiais inteligentes. Devem ter todas as propriedades desejaveis:

o Sdo passiveis de modelagem em nivel molecular para reconhecer um estimulo
especifico;

o Por serem condutores, facilitam o transporte de informacao elétrica;

o S&o capazes de processamento localizado, bem como atuar em mecanismo de
resposta;

Polimeros condutores tém ainda mais vantagens especiais e praticas. O fato de
conduzirem eletricidade significa que nds podemos conectd-los a ferramentas
eletronicas, como computadores e interfaces (Wallace et al, 2002).

Informacdes sobre 0 comportamento desses sistemas podem ser recuperadas em
tempo real em ambientes in situ usando técnicas de caracterizacdo que serdo descritas
adiante (Wallace et al, 2002).

3.1. Histdria dos polimeros condutores

Segundo Moldovan, até pouco mais de 30 anos, polimeros baseados em carbono
eram restritamente considerados materiais isolantes, e a ideia de polimeros que
conduziam eletricidade era absurda. No entanto, de acordo com a tese de
Boyukbayram, as propriedades condutoras de alguns polimeros ja eram conhecidas bem
antes disso. Foi observado em 1916 que o Pirrol formava um “pirrol preto” condutor
via polimerizagdo espontanea na exposi¢do ao ar em um dos lados de conteiners de

pirrol, tendo sido sua polimerizagdo estudada em detalhes.
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Desde 1957, estudos de oxidagdo eletroquimica de monémeros aromaticos
foram reportados em varias descri¢es, como preparacdes eletro-orgénicas e eletro-
oxidacoes.

Em 1967, polimeros condutores de pirrol, tiofeno e furano foram caracterizados
e a condutividade de anilinas foi percebida.

Em 1968, dall “Ollio descreveu a eletropolimerizagéao do pirrol.

Poli(sulfeto de p-fenileno), PPS, tem sido produzido comercialmente para
aplicacdes termoplasticas desde o inicio da década de 70.

E uma sintese bem definida de poliacetileno tem sido reportada desde 1971.

Uma descoberta importante no desenvolvimento de polimeros condutores foi
feita em 1973, a qual revelou que polimeros inorganicos de nitreto de enxofre (SN)x
exibiam propriedades metalicas. A condutividade a temperatura ambiente do (SN)y € da
ordem de 10S/cm , podendo ser comparada com cobre 10° S/cm e com polietileno 107
S/lcm. Porém, a sua natureza explosiva impediu que se tornasse comercialmente
importante.  Apesar disso, (SN)x induziu o interesse nesse campo que levou a
descoberta de uma classe totalmente nova de polimeros condutores.

O impacto na ciéncia em geral foi reconhecido em 2000 pela concesséo do
Prémio Nobel de Quimica a trés descobridores da condutividade do poliacetileno: Alan
McDiarmid, Alan Heeger e Hideki Shirakawa. Estes descobriram, em 1977, que esse
polimero conjugado mais simples mostrou condutividade alta e bem caracterizada para
um material organico, quando na sintese, foi adicionado um excesso de catalisador
Ziggler-Nata, com subsequente oxidagéo parcial por iodo ou vapores de bromo. Assim,
os conceitos de condutividade e eletroatividade de polimeros conjugados foram
rapidamente ampliados do poliacetileno para incluir um numero de hidrocarbonetos
conjugados e/ou polimeros heterociclicos aromaticos como poli(p-fenileno), polipirrol e
politiofeno. O resultado disso foi que o campo de pesquisa de polimeros condutores
tem se desenvolvido e expandido em passos rapidos desde a década de 70, e tem sido
uma area de pesquisa forte para varias instituicdes académicas. Essa pesquisa tem
apoiado o desenvolvimento industrial de produtos oriundos de polimeros condutores e
fornecido um entendimento fundamental desses materiais dentro da quimica, da fisica e
da ciéncia dos materiais.

O ndmero de publica¢bes sobre o assunto aumentou rapidamente nos anos 80.

Os dados na literatura sugerem um pico no nimero de patentes no final dos anos 80,
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enquanto a taxa de publicagfes cientificas aumentou consideravelmente no final dos

anos 90.

Figura 4: Alan McDiarmid, Alan Heeger e Hideki Shirakawa os trés descobridores da
condutividade do poliacetileno (Wallace et al, 2002).

Atualmente, sdo conhecidos um grande numero de polimeros condutores, e se
pode citar os seguintes: poliacetileno (PAc), polipirrol (PPy), Politiofeno (PTh),
Polianilina (PAn), Poli(para-fenileno) (PPV), Poli (tienileno-vinileno) (PTV),
Poli(furileno-vinileno) (PFV), Poli(fenilenosulfeto) (PPS), Poli(fenileno etinileno)
(PPE), Poliseleneofeno (X=Se), Polifurano (X=0), Poli (N-anilina), Poli(N-pirrol), Poli
(difenilamina), Poli(indol), Poli(tieno[3,2-b]pirrol), Poli(fluoreno) e Polipiridina
(Wallace et al, 2002).

Tem sido investigada uma ampla variedade de aplicacBes dos polimeros
condutores, como baterias recarregaveis e dispositivos eletrocromicos.

Neste trabalho serd dado destaque ao polipirrol, que é o material utilizado na
construcao dos biossensores.

3.2. Polipirrol (PPy)

3.2.1. Sintese e estrutura

O polipirrol (PPy) tem excelentes propriedades elétricas, termicas e mecanicas e
pode ser sintetizado de forma relativamente simples, através da oxidagdo do pirrol ou
mondmeros substituidos de pirrol. Na maioria dos casos, as oxidagdes séo feitas por
meio de (1) eletropolimerizagdo em um substrato condutor (eletrodo), através da

aplicacdo de um potencial externo (sintese potenciostatica) ou corrente elétrica (sintese
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galvanostéatica), ou (2) polimerizagdo quimica em solugdo pelo uso de um oxidante
quimico. Rotas de polimerizacao catalisadas por enzimas e iniciadas fotoquimicamente
também ja foram descritas, mas encontram-se ainda em estagio de desenvolvimento.
Essas diferentes técnicas produzem materiais de polipirrol com diferentes formas -
oxidacBes quimicas geralmente produzem pdés, enquanto a sintese eletroquimica produz
filmes depositados em um eletrodo de trabalho e a polimerizacdo enzimatica gera
dispersdes aquosas. O método mais comum para a deposicdo do PPy é a polimerizagédo
eletroquimica, que sera descrita a seguir, juntamente com o0s parametros que

influenciam o processo de polimerizacdo e as propriedades dos polimeros.

3.2.1.1. Polimerizacgao eletroguimica

A eletropolimerizacdo é um método eficiente para se preparar polimeros
condutores, como filmes finos em substratos condutores. Fornece total controle sobre a
taxa de polimerizacdo resultando em maior reprodutibilidade do material obtido, e
ainda, torna possivel a insercdo de grande quantidade de contra-ions dopantes presentes
na mistura que podem ser incorporados no polimero para manter a eletroneutralidade.
(Cruz, 2006, pag 3)

Polipirrol pode ser formado pela oxidacdo do pirrol em um anodo adequado.
Devido & aplicacdo de um potencial positivo ou corrente elétrica, um material
polimérico condutor insollvel é depositado no anodo. A reacdo pode ser representada

da seguinte forma:

/ \ Oxidacao

X mA

y=nxm

Figura 5: Esquema de polimerizacdo quimica ou eletroquimica de monémeros
heterocromaticos de 5 membros [X=N-H, no caso do polipirrol].

Devido a natureza oxidativa da eletropolimerizacéo, o polimero depositado esta

tipicamente no seu estado oxidado, entdo é necessaria a presenca de um contra-ion para
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balancear as cargas na estrutura do polimero. A eficiéncia da polimerizacao € dada pela
facilidade com que elétrons podem ser removidos do monémero, e pela estabilidade do
radical cation resultante através da estabilizacdo por ressonancia.

A quantidade de contra-ions deve ser alta (pode ser maior que 50%p/p), e
geralmente é incorporado entre os planos do polipirrol, que sdo predominantemente
ligagdes a-o. Em uma cadeia de polipirrol ideal assume-se que 0s anéis de pirrol estdo
alternados e que a geometria é tal que o contra-ion é intercalado entre as cadeias
planares do polimero. Em materiais reais, esta estrutura idealizada é distorcida pois
materiais altamente reticulados e insollveis sdo formados.

A primeira etapa (oxidacdo do mondmero) é lenta; o acoplamento radical-
radical, desprotonacdo e subsequente oxidacdo sdo rapidos. Acredita-se que a
polimerizacdo procede via mecanismo do acoplamento radical-radical, assumindo que a
repulsdo natural dos radicais € anulada pela presenca de outras espécies, tal como
solvente, contra-ion e até mesmo mondmero. O crescimento da cadeia continua até a
carga na cadeia ser tal que um contra-ion é incorporado. Eventualmente, a medida em
que a cadeia do polimero em crescimento atinge um tamanho critico, o limite de

solubilidade é excedido e o polimero precipita na superficie do eletrodo.

H H
| — I .
N Y N_
{ m/&\ I N"_JQ:
i ’ ]
pirrol polipirrol

Figura 6: Estrutura do pirrol e estrutura idealizada do polipirrol.

Um maior entendimento do processo de polimerizacdo levou ao
desenvolvimento de técnicas inovadoras nos Ultimos anos.

O maior ponto de contencdo € onde o acoplamento radical-radical ocorre e se 0
crescimento continuado estd em solugcdo ou na superficie do eletrodo. Alguma
polimerizacdo ocorre em solucdo, mas depende das condigdes experimentais
empregadas. O polimero interage com o eletrodo sem cobertura ou com polimero

previamente depositado & medida que a reacdo procede para produzir a estrutura final.
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Uma vez que a camada inicial de polipirrol é depositada, se torna um reagente
que determina o curso do processo de polimerizagdo remanescente. A polimerizacdo
ocorre mais prontamente (em baixos potenciais) no polipirrol ja depositado, ao invés da
superficie anodica. Esse processo continua até que a reacdo para. Uma investigacdo
mais detalhada do processo de polimerizagdo revela as complexidades envolvidas na
producdo dessas estruturas dinamicas sofisticadas. Portanto, o processo pode ser

dividido em uma série de etapas discretas, como € mostrado a seguir:

Etapa 1. Oxidagdo do monémero
Etapa 2. Acoplamento radical-radical
Etapa 3. Desprotonacdo/Re-Aromatizagédo

Etapa 4. Propagacéo da cadeia
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Figura 7: Mecanismo de polimerizacdo do pirrol formando polipirrol (Cruz, 2006).

As condicdes eletroquimicas, o material do eletrodo, o solvente, o contra-ion e 0
mondmero influenciam a natureza do processo. Por exemplo, se o potencial aplicado é
muito baixo (abaixo de certas condi¢des), a taxa de polimerizacdo serd tal que ndo
haverd nenhum precipitado; se o material do eletrodo é extremamente polar, no
potencial requerido para a polimerizacdo, a deposicdo pode ser desencorajada; se o
solvente é nucleofilico (ou contém oxigénio dissolvido), este ird reagir com os radicais
livres intermedidrios; a alta concentracdo de contra-ion empregada pode influenciar a

condutividade da solucdo, as propriedades, estrutura e morfologia do polimero, a taxa
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de polimerizacéo e as intera¢fes polimero-solvente; foi demonstrado que mondmeros de
pirrol N-substituidos diminuem a condutividade eletronica do material resultante e,
geralmente, resultam na deterioracdo das propriedades mecanicas do polimero. No
entanto, pirrois substituidos na posicdo 3 e 4 (), com substituintes ndo eletrofilicos e
nem demasiadamente volumosos, sdo facilmente oxidados e geram polimeros com boa
condutividade. Alguns grupos funcionais substituintes ttm um efeito influente no
processo de polimerizacdo por fornecerem mondmeros auto-dopantes, eliminando ou
minimizando a necessidade de um eletrolito suporte. Enfim, solvente, monémero,
contra-ion e interacbes com substrato sdo todos importantes ja que eles influenciam o
tamanho critico e consequentemente, a solubilidade e/ou deposi¢cdo do polimero
resultante (Wallace et al, 2002).

Outra guestdo proveniente do exame mais profundo do mecanismo é a questdo
do que realmente controla a taxa de polimerizacdo e, consequentemente, a estrutura do
polimero. Todos os pardmetros mencionados acima desempenham uma funcdo que
varia dependendo do estagio de polimerizacdo. Por exemplo, no estagio inicial de
polimerizacdo o substrato desempenha uma funcéo critica que diminui uma vez que a
reacdo € iniciada. Por outro lado, se 0 mondmero estiver em excesso quando a reagdo é
iniciada pode se tornar, devido a deplecédo, o fator determinante da taxa a medida em
que a reacdo procede (Wallace et al, 2002).

Com respeito a etapa de determinacdo da taxa, as reacdes eletroquimicas que
ocorrem no catodo ndo podem ser ignoradas. Particularmente, em uma célula com dois
eletrodos, esta etapa pode se tornar o fator determinante da taxa. Esse é o caso, por
exemplo, quando a reducdo da agua é a reducdo catédica. E geralmente assumido que
reacOes que ocorrem no eletrodo auxiliar (o catodo) envolvem a redugdo do cétion
eletrolito suporte, oxigénio dissolvido ou o solvente em si, se um reagente auxiliar como
um fon de metal eletroativo ou ferrocianeto é acrescentado. A reagdo do eletrodo
auxiliar ird, entdo, consumir esse aditivo (Wallace et al, 2002).

A hidrodinamica do sistema eletroquimico e a temperatura também séo
importantes porque controlam a taxa de transporte de reagentes e produtos para a zona
de reacdo eletroquimica. Isto, por sua vez, determina a eficiéncia de polimerizagcdo. A
hidrodinamica também é importante para determinar a forma de PPy produzido. Por
exemplo, usando célula de fluxo continuo e ambientes quimicos apropriados, dispersdes
coloidais estaveis ao invés de filmes insollveis podem ser produzidas (Wallace et al,
2002).
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A polimerizacéo eletroquimica apresenta vantagens como crescimento rapido de
um filme de polimero de cerca de 100 nm de espessura em poucos segundos,
comparado com as varias horas requeridas por métodos quimicos, e simplicidade.
Porém, uma limitacdo é gerar materiais insolUveis, 0 que impede a analise da estrutura

primaria por técnicas analiticas tradicionais (Wallace et al, 2002).

3.2.1.2. Condic0es eletroquimicas

O modo mais simples de induzir o processo de polimerizacdo é aplicar um
potencial constante positivo, ou seja, a sintese potenciostatica. O potencial escolhido
influenciara a taxa de oxidacéo e, portanto, a polimerizacdo. Se a taxa de polimerizacao
é muito lenta, a oxidacdo do monémero de pirrol pode ocorrer sem deposicao porque o
comprimento de cadeia critico pode ndo ser alcangado, e entdo, a solubilidade ndo é
excedida antes dos produtos deixarem a zona de reacdo proxima a superficie do
eletrodo. Contudo, o valor maximo do potencial é limitado por um processo que resulta
em superoxidacdo do polimero. 1sso resulta em um polimero menos condutor e mais
poroso, com propriedades mecéanicas inferiores. O potencial de crescimento é sensivel
aos efeitos de queda do potencial (E). A medida em que o polimero é depositado, a
resisténcia do eletrodo (R) aumenta e o potencial efetivo cai, alterando assim as
caracteristicas de crescimento do polimero (Wallace et al, 2002).

Uma alternativa é aplicar uma corrente constante para dirigir a reacdo, o que
caracteriza uma sintese galvanostatica.  Isso geralmente resulta em um maior
crescimento do filme, porém variaces locais na densidade de corrente produzirdo um
filme heterogéneo. A taxa de polimerizacdo é ditada pela densidade de corrente
aplicada. De novo, se a taxa € muito lenta, oxidacdo sem deposicdo pode ocorrer.
Porém se a taxa é muito alta, o potencial pode ficar na regido onde a superoxidagdo do
polimero pode ocorrer (Wallace et al, 2002).

Finalmente, potencial transiente ou corrente em forma de onda podem ser usados
para a polimerizacdo. O crescimento com voltametria ciclica tem sido muito usado para
a realizacdo de estudos mecanisticos. O uso de formas de onda transientes acrescenta
outra dimensdo ao crescimento por eletropolimerizagéo, porque a oxidagéo/reducdo do
polimero ird ocorrer durante o crescimento do filme e o efeito disso no processo de

polimerizacdo deve ser considerado (Wallace et al, 2002).
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De fato, é este processo de oxidacdo/reducdo que resulta em estruturas mais
ordenadas, e a deposicao seria regulada pelo processo de oxidagédo/reducdo. (Mitchell et
al, 1992).

3.2.1.3. A busca pela funcionalidade extra

Foi provado ser possivel adicionar uma ampla variedade de funcionalidades a
estrutura do polipirrol, abrindo um leque de aplicacfes interessantes desses materiais.
Duas abordagens distintas tém sido empregadas com sucesso para alcancar essas
funcionalidades:

1. Ligacdo covalente de grupos especificos a estrutura do PPy (pré ou pos
polimerizacéo);

2. Incorporagdo de anions dopantes especificos.

A ligacdo de substituintes simples como grupos alquilas ou metdxi a estrutura do
PPy é bem conhecida pelo aumento notavel da solubilidade do polimero em solvente
organico e consequentemente sua processabilidade. J& a ligagdo de substituintes mais
complexos pode fornecer uma ampla variedade de outros atributos. Alguns exemplos
serdo dados a seguir, com énfase particular na sintese de derivados de PPys com
capacidades de sensoreamento.

Uma das técnicas consiste em sintetizar um mondmero ou dimero contendo o
grupo de reconhecimento apropriado; este é subsequentemente oxidado para produzir o
polimero condutor. A desvantagem dessa abordagem € que a sintese do mondémero
substituido inicial pode ser complexa e consumir tempo. E ainda, a oxidagdo
subsequente do mondmero pode ser dificil devido ao impedimento estérico pelo grupo
funcional ou efeitos eletronicos que podem deslocar o potencial de oxidagdo do
mondmero. Um desenvolvimento significante € uma rota que envolve a modificacdo
facil dos polipirrois pré-formados contendo grupos de saida como N-hidroxisucinamida.
Usando essa abordagem, éteres e grupos eletroativos como ferroceno, bem como
nucleotideos, sdo covalentemente ligados aos anéis de pirrol. Essa técnica genérica
pode ser extendida a politiofenos e polianilinas andlogos. Outro desenvolvimento
significante foi a sintese de polipirréis quirais, por meio da eletropolimerizacdo de
mondmeros de N- pirrol com substituintes quirais, feito pela primeira vez por
Baughman et al (1985).
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Um exemplo de incorporagdo de anions especificos € a incorporacao direta de
dopantes bioldgicos em polimeros condutores, que estd abrindo novas oportunidades em

areas como biossensores, biorreatores e superficies inovadoras para cultivo celular.

3.2.2. Propriedades do polipirrol

As condicGes de polimerizacdo utilizadas para produzir PPy ndo apenas
determinam a composicdo do polimero, mas também influenciam a estrutura do
polimero do nivel molecular ao microscopico. Nesta secdo seré revista a estrutura de
filmes de PPy, particulas e dispersdes coloidais. Esses estudos promovem a base para o

entendimento das propriedades do PPy.

Peso molecular, ramificacéo e reticulacéo

Um parametro estrutural chave para todos os polimeros termoplasticos é o peso
molecular. O peso molecular tem um profundo efeito em propriedades fisicas como
resisténcia e dureza mecénica, viscosidade de solucdes poliméricas e fusdo do polimero.
Como polimeros sintéticos contém uma distribuicdo de pesos moleculares, € mais
informativo medir a distribuicdo total usando técnicas como cromatografia de
permeacdo em gel (GPC) e obter um peso molecular médio dessas distribuicbes
(Wallace et al, 2002).

Infelizmente, a natureza insolGvel do polipirrol tornou as determinacdes de peso
molecular virtualmente impossiveis. Métodos como GPC e outras técnicas incluindo
espalhamento de luz, medi¢des de viscosidade e pressdo de vapor de osmose requerem
que o polimero esteja dissolvido completamente. Como o polipirrol preparado por
métodos convencionais ndo dissolve, essas analises ndo sdo possiveis (Wallace et al,
2002).

A natureza insoltuvel do polipirrol é uma forte indicacdo que o polimero €
substancialmente reticulado. No caso de polimeros reticulados, o peso molecular se
torna sem sentido, e é a densidade de reticulagdo que € relacionada com as propriedades
fisicas como resisténcia, dureza e permeabilidade ao solvente. A evidéncia direta da
reticulacdo quimica no PPy é rara, mas estudos de RMN mostraram evidéncias de
ligacdes a-a e a-f. Em alguns estudos, métodos tedricos foram utilizados para estimar a

probabilidade de estruturas ramificadas formadas durante a polimerizagdo do pirrol.
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Essas simulacbes deram um grau de ramificacdo de 20% para a polimerizacdo a
temperatura ambiente, e mostraram uma leve dependéncia da ramificacdo em relacéo a
temperatura de polimerizacdo (aumentando com o aumento de temperatura). Estudos de
XPS mostram um grau de polimerizacdo de 33% e 22% para PPy/PF¢ e PPy/DBSA,
respectivamente, concordando com os estudos anteriores (Wallace et al, 2002). As
estruturas ramificadas e reticuladas, juntamente com os defeitos quimicos mais comuns

estdo representados na Figura 8.
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Figura 2: Estrutura molecular de uma cadeia de Ppy mostrando os tipos de ligagoes
quimicas e os defeitos quimicos mais comuns em sistemas obtidos por
eletroplimerizacao
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Cristalinidade e ordem molecular

Vérios estudos investigaram a maneira em que as cadeias de polimero sdo
arranjadas em estado sélido para o PPy. A principal ferramenta utilizada nesses estudos
é a difracdo de raios-X, onde o espalhamento do mesmo ocorre em angulos especificos
relacionados ao espaco entre camadas moleculares em estruturas cristalinas ordenadas.
Os primeiros estudos realizados por Mitchell e Geri (1987) revelaram uma anisotropia
molecular em filmes de PPy/pTS (para-tolueno-sulfonado) sintetizados
eletroquimicamente. A anisotropia foi interpretada como devida as cadeias de PPy
trans acopladas em planos paralelos & superficie do eletrodo, mas randomicamente
orientadas na direcdo perpendicular ao eletrodo. Outros estudos revelaram que a
anisotropia foi principalmente observada quando dopantes planares foram utilizados.
Em tais casos, o dopante planar é considerado um modelo para ordenar as cadeias do
polimero. Em contraste, dopantes ndo-planares , como CIO,” BF4 e SO, 2, produzem
filmes que mostraram isotropia em estudos de difracdo de raio-X. Foi demonstrado que
0 grau de anisotropia aumenta quanto menor for a temperatura de polimerizacao, maior
0 potencial anddico de polimerizacdo, altas razdes molares dopante/monémero no
eletrdlito de polimerizacdo e alto estiramento mecanico. Em todos os casos, as
condicBes que favorecem o aumento na anisotropia também favorecem o aumento em
condutividade elétrica, sugerindo que a anisotropia € devida a orientacdo molecular
favorecendo um aumento no comprimento de conjugacao.

Estudos mais detalhados da estrutura molecular do PPy/PFg (hexafluorofosfato)
foram publicados no inicio da década de 2000 (Wallace et al, 2002). Foram reportados
picos de espalhamento devidos a ordem a curta distdncia que € independente da
orientacdo do filme (Nogami et al, 1994). Esta descoberta € consistente com aquelas
reportadas acima, pois o contra-ion PFg” é simétrico e ndo induz a uma orientacéo.

Sugere-se uma estrutura parcialmente cristalina com a cadeia do polimero alinhada
a direcdo b e empilhada na dire¢do ¢ em um arranjo monociclico (Yoon et al, 1999).
As condicbes de polimerizacdo que favorecem a condutividade mais alta
(temperaturas e densidades de corrente baixas) também produzem um grau mais alto
de cristalinidade (acima de 37%) e um maior comprimento de dominio de cristalito
(acima de 2,6 nm ou ~8 anéis de pirrol). (Wallace et al, 2002)

Embora a maior parte da literatura descreva o arranjo trans planar para PPys

sintetizados eletroquimicamente, foi encontrada uma clara evidéncia de uma estrutura

helicoidal produzida do acoplamento cis de todos os anéis de pirrol. Ha toda uma
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literatura sobre difracdo de raio-X do PPy consistente com a estrutura helicoidal
(Davidson et al, 1996).

Embora a anisotropia tenha sido notada em varios filmes de PPy, o grau de
cristalinidade é muito baixo nesses materiais. Ha evidéncias da formacao do cristal em
filmes finos de PPy, mas o crescimento do mesmo ndo é mantido a medida em que o
filme aumenta a espessura. Assim, o polimero inicialmente formado na superficie do
eletrodo pode ter um alto grau de ordem, mas esta ndo se estende para os filmes

espessos (Davidson et al, 1996).

Morfologia da superficie e densidade do filme

A estrutura de PPys produzidos por sintese quimica e eletroquimica
normalmente observada é a morfologia de nddulos, que variam de tamanho até centenas
de microns e consistem em agregados de particulas menores. A estrutura foi referida
como superficie de couve-flor (Wallace et al, 2002).

Muitos estudos identificaram vérios fatores que influenciam o tipo de estrutura
formada. Por exemplo, o tipo de dopante utilizado durante a eletropolimerizacéo, a
evolucdo do gas até a superficie do eletrodo de trabalho. Portanto, a formacéo
simultanea de gas O, na superficie do eletrodo e de polimero produziria uma superficie

rugosa. A reacdo que ocorre é a seguinte:

40H — 2H,0 + O, + 4e

Estudos de microscopia de Forca Atdmica (AFM) foram realizados para
determinar a morfologia da superficie e a rugosidade dos filmes de PPy sintetizados
eletroguimicamente. Foi demonstrado que a superficie nodular surge bem no inicio do
processo de eletropolimerizacdo onde microilhas se formam na superficie de um
eletrodo de ouro. Com tempos de polimerizagdo mais longos, a espessura do filme
aumenta e a superficie do filme consiste de nodulos de grdos empacotados de diametros
submicrométricos (Li et al, 1995). Foi encontrada uma forte correlacdo entre o
potencial de superficie dos filmes de PPy e a morfologia de superficie nodular (Barisci
et al, 2000). Conclui-se que os nodulos sdo regiGes ricas em dopantes com alta

condutividade, onde nucleos foram inicialmente formados e os polimeros cresceram
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subsequentemente e preferencialmente (Barisci et al, 2000). Esse conceito de
crescimento foi previamente descrito por Yang et al (1990) e Jeon et al (1991).

O tipo de dopante influencia na morfologia da superficie. Para filmes finos,
(<1um) os filmes de PPy preparados com quatro dopantes diferentes (CI-, ClO,4, S0.*
e dodecil sulfato) foram indistinguiveis, todos consistindo de glébulos de 100 e 300 nm
em didmetro e 10 a 30 nm em altura. Com filmes mais espessos, contudo, (>5 pm)
diferencas claras foram observadas: os filmes dopados com sulfato e dodecil sulfato
mantiveram aproximadamente a mesma estrutura de superficie em filmes espessos e
filmes mais finos. Porém, filmes dopados com CI" e ClO, geraram grandes estruturas
tipo couve-flor consistindo de saliéncias de ~2 um em diametro ¢ de 0,5 a 1 um em
altura. Essas saliéncias mostraram uma subestrutura de glébulos menores vistas em
filmes mais finos. Para todos os tipos de dopantes, o didametro de glébulos aumentou
linearmente com a raiz quadrada da espessura dos filmes, sugerindo um mecanismo de
crescimento. Estruturas similares e dependéncias similares do didmetro de glébulo e
espessura do filme também foram reportados para filmes de anilina, sugerindo que a
formacdo e o crescimento glébulos é comum aos dois polimeros formados
eletroguimicamente (Silk et al, 1998).

Foi observado que o material do eletrodo tambeém tem influéncia na morfologia
de superficie de filmes de PPy sintetizados eletroquimicamente. Wallace et al (2002)
utilizaram em seu trabalho microscopia eletrénica de transmissdo (MET) para investigar
a estrutura transversal de filmes de PPy preparados em diferentes substratos. Em todos
o0s casos, glébulos de grande superficie foram observados como sendo estruturas em
forma de cone que se estendiam pela superficie do eletrodo do filme de PPy.
Curiosamente, Yoon et al (1999) mostraram que a morfologia de superficie do tipo
couve-flor poderia ser virtualmente eliminada pelo polimento cuidadoso da superficie
do eletrodo.

Foi demonstrado que as densidades do filme de PPy séo altamente dependentes
do dopante e condicGes de preparacdo. Por exemplo, a baixa temperatura de
polimerizagdo (-40°C) de PPy com o contraion PFg produz filmes com densidade de
1,4g/cm®. Em contraste, 0s mesmos filmes preparados & temperatura ambiente possuem

densidades muito menores de 06 a 0,8 g/cm® (Wallace et al, 2002).
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3.2.2.1 Propriedades elétricas

A condutividade elétrica, em geral, é devido ao transporte de portadores de carga
como elétrons, buracos, polarons, solitons, através de um meio, sob a influéncia de um
campo elétrico. Portanto, a condutividade de qualquer meio € caracterizada pelo
namero de portadores de carga disponiveis e suas habilidades de se mover através do
meio.

Os polimeros condutores sdo materiais que consistem de moléculas poliméricas
com policonjugacéo, ou seja, possuem estrutura composta de ligaces carbono-carbono
simples e duplas. As ligagdes simples, ou o, sdo feitas pela sobreposicao dos orbitais sp®
e as ligacdes duplas, ou 7, sdo feitas pela sobreposicdo dos orbitais sp?. Os orbitais p,
remanescentes também se sobrepdem, formando uma densidade de elétrons acima e
abaixo da cadeia principal do polimero. E essa densidade que contém os elétrons
deslocalizados, que originam transporte de carga, quando um campo externo € aplicado
(Wilson e Bowen, 2007).

A conducéo elétrica depende da deficiéncia ou excesso de elétrons m existentes
na cadeia policonjugada. 1sso pode ser obtido através da dopagem, que pode ser do tipo
p ou n, referente a insercdo de buracos ou elétrons, respectivamente. Dopantes sdo
geralmente introduzidos, como contra-ions, durante o processo de polimerizacdo
quimica e eletroquimica. A condutividade pode ser aumentada acima de 10 ordens de
grandeza em um mesmo material. A remocdo ou insercdo e elétrons em polimeros
conjugados como resultado do processo de dopagem pode ser explicada pela teoria de
bandas, que sera revista posteriormente. A Figura 9 mostra a condutividade de varios

materiais condutores.
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Figura 9: Séries de condutividade (Boylkbayram, 2005).

Assim, a condutividade elétrica do polipirrol envolve o movimento de cargas
positivas ou elétrons ao longo das cadeias poliméricas. Dados de difracdo de elétrons e
raios-X sugerem que as cadeias poliméricas em PPy sintetizado eletroquimicamente sao
paralelas a superficie do eletrodo-substrato, o que se reflete na natureza anisotrdpica da
condutividade do PPy. Sabe-se que a resisténcia ao longo da superficie do filme é
menor que a resisténcia através do filme. Contudo, a anisotropia € perdida em filmes
mais espessos (Wallace et al, 2002).

Conforme mencionado anteriormente, parametros experimentais da sintese,
como condigdes eletroquimicas, solvente, monémero e contra-ion, tém um efeito na
condutividade do polimero. Esses materiais apresentam condutividade idnica devido ao
solvente/eletrélito incorporado durante a sintese. As condicdes eletroquimicas durante a
sintese podem ser manipuladas para variar a concentracdo de elétrons removidos por
unidade de tempo. Isso, por sua vez, terd um efeito consideravel no polimero resultante.
O polimero deve crescer em potenciais anodicos o suficiente para iniciar a
polimerizacdo, porém, deve-se tomar o cuidado para que ndo haja a superoxidacgéo, pois
isso resulta em um material menos condutor. Autores prévios estudaram o efeito da
densidade de corrente aumentada na condutividade do PPy/DS. Entre 2,0-8,8 mA/cm?,
ha indicativos que, inicialmente, um aumento na condutividade foi observado, porém
em altas densidades de corrente houve uma queda (Wallace et al, 2002). A densidade
de corrente 6tima depende do sistema contra-ion/solvente investigado. Eles mostraram
que a qualidade dos filmes deteriorou com a presenca de nucledfilos durante a
polimerizagdo. A agua pode agir como nucleofilo, atacando o anel de pirrol e formando
grupos carboxila que quebram a cadeia do polimero, causando decréscimo da
condutividade e de propriedades mecanicas. A magnitude desse efeito é dependente do
eletrolito, porque sabe-se que surfactantes estabilizam o radical pirrol, mesmo em
solventes nucleofilicos (Diaz e Lacroix, 1988). Apesar dessa maior estabilidade, outros
trabalhos mostraram que PPy/DS tem maior condutividade quando crescido em CH3CN,
do que na agua.

Foi demonstrado que uma estrutura isolada em forma de couve-flor foi
observada em polimeros crescidos em agua, devido aos efeitos hidrofobicos. Tal
desigualdade na morfologia diminui a condutividade. Foi demonstrado também que a
presenca de pouca quantidade de &gua afeta a taxa de crescimento e a condutividade do

polimero (Wallace et al, 2002).
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A variavel mais estudada é o contra-ion. Varios estudos mostraram que 0
contra-ion incorporado além de afetar a condutividade tem uma fung@o importante no
balango de cargas do polimero, influenciando a distribuicdo de cargas positivas na sua
estrutura. Para um dado contra-ion, a concentracdo empregada também afeta a
condutividade do polimero resultante. A condutividade diminui a medida que a
afinidade eletrénica do contra-ion aumenta. Foi reportado que o grau de oxidacdo do
polimero ndo varia consideravelmente & medida que o contra-ion varia. A tendéncia a
condutividade esta relacionada a nucleofilicidade do contra-ion; isso pode ser devido a
algum tipo de localizacdo anion-induzida do radical cation no polimero (Wallace et al,
2002).

A adicéo de grupos funcionais ao pirrol influencia as propriedades eletronicas do
polimero resultante. Efeitos estéricos introduzidos por grupos funcionais volumosos,
por exemplo, diminuem a condutividade, particularmente quando presente como N-
substituintes. A presenca de substituintes na posicdo 3 do anel de pirrol tem um efeito
menor, mas ainda resulta em um decréscimo de condutividade (Wallace et al, 2002).

Outros estudos mostraram que a condutividade pode ser melhorada através do
alongamento do polimero depois do crescimento. O aumento da condutividade ocorre
na direcdo do alongamento e é causado pelo alinhamento das unidades poliméricas
(Wallace et al, 2002).

3.2.2.2. Propriedades de comutacao

O fato desses materiais poliméricos conduzirem eletricidade é fascinante, mas a
habilidade de comutar essas propriedades in situ utilizando simples estimulos elétricos é
intrigante.

Cargas podem ser adicionadas ou removidas reversivelmente através da
passagem ciclica por estados oxidados e reduzidos. Quando ocorre uma mudanca de
um estado oxidado para um estado reduzido, hd& um decréscimo concomitante na
condutividade. (Wallace et al, 2002)

O processo para o PPy é descrito de forma simples, como indicado abaixo:
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Figura 10: Ciclo redox entre a forma oxidada (condutora) e reduzida (isolante) do
polipirrol (Cruz, 2006).

A comutacdo envolve processo de transferéncia de carga e massa no filme e
transferéncia de carga no ponto do contato elétrico (geralmente um eletrodo-substrato
inerte) (Wallace et al, 2002).

Em nivel molecular, prevé-se que a corrente de redugdo percole atraves do
material polimérico, limitado (em casos simples) pela difusdo de ions a partir do
material polimérico. A composicdo do filme ndo é uniforme, mas varia com o tempo
durante o processo de conversdao. Apds a reoxidacdo, ions devem ser reinseridos no
polimero, geralmente um processo mais lento. A reoxidacdo é menos eficiente em
energia, porque o polimero reduzido é menos condutor. (Wallace et al, 2002)

Esses processos podem ser estudados detalhadamente usando diferentes técnicas,

entre elas a VVoltametria Ciclica.
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Figura 11: Exemplo de voltamograma ciclico.Disponivel em:
<http://www.mackenzie.br/7487.98.htmI|>

A Figura 11 mostra um exemplo de voltamograma ciclico genérico. O pico
maximo corresponde ao processo de oxidacao, enquanto o pico minimo corresponde ao
processo de reducdo. A transferéncia de massa observada durante essa medida, pode ser

atribuida ao movimento do anion a medida que o polimero é oxidado e reduzido. No
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caso de o anion ser muito grande, o0 movimento de cations predomina no processo de
oxi-reducao do polimero. A Figura 12 ilustra esse processo.

Vaérios parametros influenciam o processo de comutacédo eletroquimica. Os mais
importantes sdo: os a&nions ou cétions incorporados durante a sintese e o sistema
solvente/eletrdlito utilizado (Wallace et al, 2002).

Esses ciclos podem ser repetidos, pois a série de potencial é restrita. Se o
potencial aplicado € muito positivo, a superoxidagdo do filme ocorre. Entdo, este
material polimérico tem propriedades elétricas e mecanicas inferiores. Se o potencial
aplicado é muito negativo, ocorre evolugédo do hidrogénio e subsequente degradacédo do
filme (Wallace et al, 2002).

Embora o papel do solvente durante a sintese pode ser importante na
determinacdo de propriedades eletrodindmicas. Foi visto que a agua solvata polimeros
como PPy, e isto infuencia a condutividade e, consequentemente a comutatividade.
Outros trabalhos mostraram também que ha um movimento substancial de solvente para

dentro e para fora do polimero durante o processo de oxi-reducdo (Wallace et al, 2002).
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Figura 12: Ciclo redox do polipirrol demonstrando a propriedade de troca de ions. (A" é
0 anion dopante, PE” é um anion grande e X* é o cétion. (Cruz, 2006)
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Mesmo mudangas sutis no contra-ion desempenham uma funcdo direta na
influéncia de caracteristicas de comutacdo. Por exemplo, foi mostrado que o contraion
incorporado durante a sintese afeta as series de seletividade de troca i6nica, que entdo
influencia as caracteristicas de comutacao (Wallace et al, 2002).

A mobilidade/afinidade do contra-ion em relacdo ao polimero é extremamente
importante. A natureza do contra-ion € importante apenas quando ele esta desidratado.
Foram observadas grandes diferencas em acetonitrila com diferentes contra-ions, mas
em agua nenhuma grande diferenca significativa foi encontrada (Visy et al, 1899).
Outros trabalhos mostraram que o contra-ion incorporado durante a sintese afeta a taxa
dos processos de comutacéo.

A natureza do mondémero é importante na determinacdo do potencial de
comutacdo. Especificamente, é mais dificil oxidar/reduzir poli(N-metil-pirrol) em
relacdo ao PPy e potenciais intermediarios sdo requeridos para comutar os copolimeros
desses dois pirrois ( Salmon et al, 1983). Adicionalmente, a introducdo de varios
aminoacidos a estrutura do polimero poderia ser usada para modificar as caracteristicas
de comutatividade (Delabouglisse e Garnier, 1992).

3.2.2.3. Propriedades quimicas e bioquimicas

As propriedades quimicas da estrutura resultante determinam a habilidade de
reconhecimento de um estimulo particular. Essas propriedades determinam como um
polimero condutor interage com outros materiais na construcdo de materiais compdsitos
inteligentes (Wallace et al, 2002).

A maioria dos polimeros pode, de fato, interagir com outras moléculas. Tais
moléculas podem ser parte de outras estruturas moleculares maiores (importante na area
de materiais compativeis), ou podem ser moléculas de solvente (tal interacdo pode
influenciar muitos processos incluindo a dissolugdo) ou moléculas especificas em um
solvente ou meio gasoso (Wallace et al, 2002).

Tais interacGes entre polimero e molécula podem ser divididas em modos
definiveis de interacbes moleculares, como ibnica, ion-dipolo, ion-dipolo induzido,
dipolo- dipolo induzido e dispersdo de London. Organizadas em dominios temporais e
espaciais adequados, essas interacdes se combinam para dar origem a fenbmenos de
reconhecimento quimico como complexacdo e interagbes com enzimas e

anticorpos/antigenos. Em geral, a forma como essas interaces sdo influenciadas por
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estimulos ambientais determina o comportamento do sistema polimérico. (Wallace et
al, 2002)

Um impacto forte nas propriedades quimicas é percebido com a escolha do
contra-ion. O fato de o pirrol poder ser polimerizado em solugdes aquosas possibilita
que uma grande série de contra-ions sejam incorporados em sua estrutura. Nos casos
em que um contra-ion com uma atividade especifica é incorporado, o polimero pode
atuar ndo mais como um carreador ou meio de comunicacdo eletronica. Numerosos
exemplos onde anticorpos e enzimas séo incorporados foram relatados na literatura. Em
alguns casos, aditivos ou carreadores moleculares foram utilizados para facilitar a
incorporacdo de moléculas grandes e com baixa densidade de carga. Por exemplo, a
interacdo de surfactantes aniénicos com proteinas para produzir moléculas altamente
carregadas podem ser utilizadas para possibilitar a incorporagdo. Outra abordagem para
facilitar a incorporacdo de proteinas envolve a ligacdo ao ouro coloidal antes da
eletropolimerizacdo. Usando técnicas de montagem apropriadas, a bioatividade de tais
componentes pode ser mantida mesmo apds a imobilizagdo no polimero condutor.
(Wallace et al, 2002)

A natureza dindmica dessas propriedades quimicas é importante. Por exemplo,
Wallace et al mostraram que a afinidade por moléculas de anticorpos particulares pode
ser alterada pela aplicacdo de um estimulo elétrico, e como propriedades de troca ibnica
e caracteristicas hidrofobicas podem ser ajustados. O comportamento
estimulo/propriedade quimica é dependente do contra-ion incorporado durante a sintese,
com ja foi mencionado anteriormente. As propriedades de interagdo quimica (troca
catibnica e anidnica e hidrofobicidade) e o modo como elas variam em funcdo do
potencial, € marcadamente dependente do contra-ion incorporado durante a sintese.

E ainda, a atividade de moléculas funcionais incorporadas como proteinas pode
ser alterada pela aplicacdo de estimulo elétrico apropriado. Talvez a aplicacdo do
potencial mude a conformacdo da proteina devido a mudancas na hidrofobicidade na

superficie do polimero.

3.2.2.4. Propriedades 6ticas do PPy

1. Estrutura de banda eletronica e carreadores de cargas.

De acordo com a teoria de bandas, orbitais atbmicos se combinam para

formar uma banda de energia deslocalizada, estendida espacialmente, e a condutividade
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depende, entdo, da populacéo relativa de cada banda e da diferenca de energia entre as
bandas. O transporte de cargas pode ocorrer apenas em bandas ocupadas parcialmente.
A Figura 13 mostra bandas de energia genéricas para isolantes, semicondutores e
metais.

O que diferencia esses trés materiais € o intervalo entre a banda de valéncia
(BV) e a banda de conducao (BC), melhor definido como gap de energia ou banda
proibida (Eg).

Para materiais isolantes Eq >3eV, sendo estes os maiores gaps de energia, 0 que

resulta em baixa condutividade.

CONDUCTION BAND
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Figura 13: Estrutura de banda de materiais isolantes, semicondutores e condutores.
Disponivel em: <http://www.webexhibits.org/causesofcolor/10.html>

Materiais semi-condutores apresentam Ey; <3 eV, o que resulta em maior
probabilidade de conducdo. Ha uma banda de valéncia preenchida e uma banda de
conducdo vazia separadas pela Eg, e a inser¢do de dopantes aumenta a condutividade
pela producdo de estados préximos a BC ou a BV. A BC pode ser preenchida a partir
da BV pela excitacdo de elétrons atraves da banda de energia, tanto termicamente
guanto fotoquimicamente. O aumento da condutividade depende do tipo de dopante
utilizado (p ou n).

Os materiais condutores (metais) sdo caracterizados por um Egy =0, originado por
bandas parcialmente preenchidas, onde o0 movimento de cargas pode ocorrer livremente,

ocorrendo a condugdo. Mesmo em baixas temperaturas, mostram alta condutividade.

41


http://www.webexhibits.org/causesofcolor/10.html

A estrutura eletrébnica dos polimeros conjugados neutros € similar a dos
semicondutores inorganicos e, consequentemente, a teoria de bandas pode ser utilizada
para descrever seus niveis eletronicos. Podemos considerar duas bandas de energia para
o0s polimeros condutores, a BV, também conhecida como o orbital molecular mais alto e
ocupado (HOMO), e a BC, que corresponde ao orbital molecular mais baixo e
desocupado (LUMO). A diferenca de energia entre HOMO e LUMO diminui a medida
em que aumenta o comprimento de conjugagdo, juntamente com o aumento dos niveis
de energia. Quando se refere a moléculas simples conjugadas =, a energia entre HOMO
e LUMO é uma transicdo de = para n* observada no espectro UV-visivel. A energia de
banda de um polimero refere-se a transicdo de n para n*. Polimeros conjugados, semi-
condutores em sua forma neutra, mostram transi¢des interbandas entre a BV e a BC,
reduzindo a banda de energia efetiva devido a oxidacdo ou reducdo. Isso resulta na
formacéo de carreadores de carga ao longo da estrutura do polimero.

Os portadores de carga sdo defeitos na estrutura do polimero resultantes da
dopagem, podendo ser radicais, anions, cations ou uma combinacdo destes. S&o
conhecidos como solitons ou polarons. A condutividade pelo efeito desses portadores é
explicada pelo movimento intra e inter-cadeias. Embora o modelo intra-cadeia seja
sugerido em baixos niveis de dopagem, o movimento inter-cadeia acontece a medida em
gue aumenta o nivel de dopagem.

Todos os polimeros condutores, além do PA (cujo mecanismo de condugdo pode
ser explicado com base em solitons) possuem estados ndo-degenerados e ha uma
proposta diferente para explicar a conducdo de polimeros condutores aromaticos. A
oxidacdo de poli(heterociclos) cria um radical denominado polaron. Polaron é um
cation-radical conjugado que tem um numero de spin de 1/2. Em seguida, uma segunda
oxidacdo pode ocorrer diretamente no polaron formando o bipolaron dicatiénico sem
spin, ou pode ocorrer na cadeia polimérica neutra em outra localidade, e os dois
polarons podem se difundir, combinando os spins para formar uma ligacao bipolarénica.
(Cruz, 2006, pag 13)

Ao contrério dos solitons no poliacetileno, as duas cargas positivas dos
bipolarons estdo associadas e agem como um Unico portador de carga disperso em
muitos anéis. E o numero dessas cargas contidas em um material e sua mobilidade
relativa controlam a magnitude da condutividade elétrica. (Cruz, 2006, pag 13).

E aceito que o comprimento de uma unidade de bipolaron consiste de 5 a 8

anéis, porém, esse € um ndmero arbitrario que pode variar dependendo do sistema
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polimérico especifico. Esse mecanismo esta de acordo com os resultados experimentais
provenientes da técnica de Espectroscopia de Ressonancia Paramagnética (EPR).

Alguns polimeros podem apresentar eletrocromismo que é a diferenca de cor
entre estados dopados e ndo-dopados. O eletrocromismo foi observado em alguns
polimeros condutores conjugados como politiofeno (PTh), polipirrol (PPy) e polianilina
(PANI) (Wilson e Bowen, 2007). Por exemplo, o polipirrol varia da coloragdo amarelo-
palido na forma reduzida a preto para a forma oxidada (Cruz, 2006, pag 11).

A Figura 14 mostra a estrutura de bandas para o PPy e a formacéo de polarons e

bipolarons durante um processo de oxidac&o.
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Figura 14: Esquema estrutural de formacéo de polarons e bipolarons pela dopagem
oxidativa do PPy e as estruturas de bandas associadas (Boytikbayram , 2005).

Em seu estado neutro, € previsto que o PPy tenha um intervalo de banda
n-m* (valéncia —condugdo) de 3,2 eV. Quando um elétron é removido de um polaron
(cation radical), dois niveis polarénicos aparecem no intervalo de banda. O nivel mais
baixo desses polarons é parcialmente preenchido em PPys parcialmente dopados (com
uma carga positiva para 4 a 6 unidades monoméricas), como confirmado por sinal de
EPR para um elétron desemparelhado. Mais remocao de elétron resulta em formacéo de
um bipolaron nos niveis de energia mostrados na figura anterior. Esses estados
eletrbnicos se aglutinam em bandas bipolaron. Também é previsto que o intervalo de

banda rm—m+ aumente para 3,6 eV.
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2. Espectro UV-visivel-NIR: dependéncia do nivel de dopagem e conformacdo de
cadeia.

O espectro UV-visivel dos PPys e suas mudan¢as com a variagdo dos niveis de
dopagem, tem sido, em inumeros casos, correlacionado com as previsdes acima,
conforme discutido por Bredas et al (1985). Por exemplo, a mudanca de cor do PPy
neutro do amarelo palido para o preto-cinza, & medida em que é eletroquimicamente
oxidado para o PPy.ClO,, é acompanhada por mudangas progressivas no espectro UV-
visivel-NIR consistente com a aparéncia inicial dos polarons e sua subsequente
substituicdo por bipolarons. Em geral, PPys altamente dopados exibem duas bandas
bipolaron caracteristicas a 1,0 e 2,6 eV (1240 e 475 nm) e a banda n-m* em 350nm.

No entanto, a posicdo e a forma das bandas bipolaron/polaron mostraram ser
muito dependentes de fatores ambientais como a superficie de deposi¢cdo ou o solvente.
Acredita-se que essas mudancas no espectro UV-visivel-NIR surjam de mudancas
conformacionais nas cadeias do PPy.

Outras propriedades interessantes sdo a rigidez da cadeia principal (o que faz
com que este material ndo seja processdvel em seu estado condutor, que seja
normalmente insoldvel em &gua e solventes organicos comuns) e as propriedades
térmicas (por exemplo, o PPy ndo funde com aplicacdo de calor, ao contrario
decompde-se, devido as ligacbes cruzadas ibnicas e covalentes existentes na matriz
polimérica). Ainda existem dentro do PPy intera¢des entre cadeias, normalmente fortes,
que tendem a causar agregacGes de modo a formar particulas ndo-uniformes. (Cruz,
2006, pag 11)
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3.3. Perspectivas de aplicagdo

A pesquisa de polimeros condutores é promissora, tendo aplicagdes nos mais
diversos campos, como spin-offs, armazenagem e conversdao de energia, baterias
recarregaveis, polimeros fotovoltaicos, tecnologias de display eletrocromicos,
tecnologias de separacdo, comunicacgdo celular, dispositivos de liberacdo controlada,
revestimentos anti-corrosivos, ferramentas de comunicagdo e caracterizacdo, materiais
eletrostaticos, dispositivos LEDSs, transistores, aplicacbes aeroespaciais, materiais
téxteis, sensores quimicos, fisicos e bioldgicos. Neste trabalho serd enfatizada a

aplicacdo dos polimeros condutores em sensores bioldgicos, ou biossensores.
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4-TECNICAS DE CARACTERIZAC}AO
4.1. Caracterizacao eletroquimica

4.1.1. Voltametria ciclica

A voltametria € um dos métodos eletroquimicos muito utilizados pelos fisico-
quimicos para realizar estudos sobre processos de reducdo e oxidagdo em varios meios,
bem como para estudar os processos de adsorcdo em superficies, determinar espécies e
mecanismos envolvidos em processos de transferéncia de elétrons em superficies de
eletrodos quimicamente modificados. Em voltametria ciclica, a resposta da corrente de
um eletrodo estacionario em uma solucdo sem agitacéo é resultado de um potencial de
onda triangular. A forma do voltamograma é dada pelo comportamento da corrente
com relacdo a variacdo do potencial e é dependente da reversibilidade do sistema
estudado. Inicialmente, nenhuma corrente passa até que se aplique um potencial
suficiente para inducédo da transferéncia de elétrons. Apos a aplicacdo deste potencial, é
possivel observar o surgimento de ondas no voltamograma que correspondem ao
processo de reducdo ou oxidacdo do material. Através desta técnica pode-se obter
informacdes sobre a eletroatividade dos polimeros condutores estudados (Silva, 2006,
pag 67 e 68).

O uso de trés eletrodos (eletrodo de trabalho, eletrodo auxiliar e eletrodo de
referéncia), juntamente com o potenciostato permite aplicacdo acurada do potencial e
medida da corrente resultante. O potencial do eletrodo é variado linearmente para um
potencial mais negativo e entdo reversamente variado para a tensdo de partida. A
velocidade de varredura produz um pico de corrente para quaisquer analitos que podem
ser reduzidos através da série de velocidades do potencial. A corrente aumentara a
medida que o potencial alcanca o potencial de reducgéo do analito, e em seguida, declina
a medida em que a concentracdo do analito préximo a superficie do eletrodo diminui.
Quando o potencial aplicado € revertido, é alcancado um potencial que re-oxida o
produto formado na primeira reacdo de reducdo, e produz uma corrente de polaridade
reversa. O pico de oxidacdo geralmente tem uma forma similar ao pico de reducdo. A
diferenca de potencial entre os picos de oxidagédo e reducédo é teoricamente de 59 mV
para uma reacdo reversivel. Na prética essa diferenca é de 70-100mV. Grandes
diferengas ou picos de reducdo e oxidacdo assimétricos sdo uma indicacdo de reagédo

ndo reversivel. (Rahman et al, 2008, pag 122)



4.1.2. Amperometria

Nessa técnica, um potencial uniforme € aplicado e a mudanca na corrente é
monitorada em funcdo do tempo. A determinacdo da concentracdo de um material em
uma amostra é feita através da medida da corrente que passa através da célula contendo
a solucdo. Durante um ensaio amperométrico, o potencial do eletrodo auxiliar ou de
referéncia é ajustado ao valor do pico da onda voltamétrica. A corrente que flui entre os
eletrodos na solucdo é medida e relacionada a concentracdo do analito. (Rahman et al,
2008, pag 122)

Neste trabalho, a cronoamperometria foi utilizada para caracterizac¢do dos filmes,

e obtencdo da curva de adicdo de glicose.

4.2. Caracterizacdo morfologica

4.2.1. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) € uma técnica bastante utilizada
durante a fase de crescimento dos filmes e para a analise de materiais, pois a analise da
microestrutura é extremamente importante para o entendimento das correlagdes entre
microestrutura, defeitos e propriedades e para predizer as propriedades quando estas
correlacdes sdo estabelecidas (Silva, 2006, pag 71).

No MEV, um fino feixe de elétrons varre e penetra na superficie da amostra,
interage com os atomos da mesma, e produz diferentes sinais, provenientes de uma série
de processos de emissdo como: elétrons secundarios, elétrons retroespalhados, raios X,

elétrons Auger, e luz visivel, os quais podem ser capturados por detectores apropriados.

e~ incidente

e retroespalhada

Faios-x

e Auger e” secunddrios

&~ espalhados

: ~ & espalhados
inelasticamente

elasticamente

e~ ndo espalhados

Figura 15: Esquema representativo dos processos que ocorrem com a incidéncia de
elétrons (Silva, 2006).
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Esses sinais, se captados corretamente, fornecem informacgdes caracteristicas
sobre o material. Os elétrons secundarios, que séo elétrons de baixa energia (menor que
50 eV), geralmente fracamente ligados aos atomos da amostra, sdo ejetados a partir da
colisdo com elétrons incidentes, marcando a posicdo do feixe e fornecendo informacdes
topogréficas precisas e de boa resolucdo. Portanto, sdo utilizados para formacdo da
imagem da superficie das amostras.

Elétrons retroespalhados sdo elétrons de alta energia (acima de 50 eV), e
fornecem tanto informacdes relacionadas com a topografia quanto com a composicao do
material analisado. Alguns dos elétrons do feixe incidente interagem com os nucleos
dos atomos, mas se isso ocorre em um determinado angulo (préximo a um angulo reto),
os elétrons, ao invés de serem capturados pela atracdo eletrostatica dos ndcleos,
retornam em linha reta praticamente sem diminuir suas velocidades. Um detector é
colocado no caminho desses elétrons, o que permite formar uma imagem com 0s
mesmos. Quanto maior o nlcleo, maior o nimero de elétrons retroespalhados. Como o
tamanho do nucleo depende do numero atdmico, e cada elemento quimico tem um
distinto numero atdmico, pode-se mostrar os diferentes elementos presentes na amostra.
Entdo, elementos de maior nimero atdmico geram maior nimero desse tipo de elétrons
e aparecem mais brilhantes que os de baixo niumero atdmico (Durén et al, 2006).

Elétrons do tipo Auger sdo elétrons de baixa energia, formados apos a produgédo
de elétrons secundarios, que carregam informacdo sobre a natureza quimica da amostra.
Por exemplo, se um elétron secundario foi emitido da camada K, um elétron de maior
energia, da camada L, se desloca para a camada K com a finalidade de preencher essa
camada. A energia resultante desse processo poderia retirar um elétron de uma camada
de mais alta energia, por exemplo da camada M, que € o chamado Auger. A
espectroscopia de Auger envolve a coleta e analise desses elétrons para a obtencdo da
composicdo dos elementos da superficie da amostra. E, sem ddvida, uma ferramenta
muito importante nas ciéncias de materiais (Duran et al, 2006).

As energias produzidas durante a formacdo dos elétrons secundarios e liberadas
juntamente com o elétron Auger, geralmente sdo sinais de raios-X, que tém energia
caracteristica dependendo do elemento do qual foi originado. Podem ser detectados
utilizando analisadores de raios-X (Duran et al, 2006).
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4.4.2. Microscopia de Forca Atémica (AFM)

A AFM ¢é a técnica de microscopia de varredura por sonda (SPM) mais simples e
também a mais extensamente empregada, que produz imagens de uma superficie
posicionando um sensor de forca de alta resolugdo préximo a superficie da amostra.
Esta ferramenta pode ser utilizada para a obtencdo de imagens topogréficas, para o
mapeamento de propriedades adesivas e elasticas de uma superficie, para medir a forca
de interacdo entre pares individuais de moléculas (método denominado espectroscopia
de forca de molécula Unica, SMFS) e manipular amostras em uma escala molecular.

A AFM utiliza um brago nanorobdtico, que é um conjunto haste-agulha, para
sondar forcas ou para varrer superficies e também como um bisturi nanométrico, por
exemplo, para a extracdo de DNA de uma regido especifica de um cromossomo (Duran
et al, 2006).

Conforme a amostra é deslocada em relacdo a agulha (ponteira), variagdes na
topografia da superficie resultam em deflexdes na haste (cantilever), que sdo detectadas
por um feixe de laser incidente em sua porcao superior (espelhada), e é refletido através
de outro espelho, em direcdo a um detector (Figura 16). A variacdo no sinal do laser
refletido, para cima ou para baixo modifica o potencial produzido nos fotodetectores. A
diferenca de potencial elétrico no detector é transmitida para um computador permitindo
que toda area de varredura seja mapeada. Como o detector reproduz quaisquer
modificacbes de curvatura ocorridas na haste, se tem as variacBes topograficas
mapeadas (Duran et al, 2006).

A intensidade da forca que atua no conjunto haste-agulha € registrada, enquanto
a ponta de prova é aproximada ou afastada da superficie da amostra em um ponto
especifico. Durante a aproximacdo pode-se medir a elasticidade da superficie
analisando a indentacdo provocada pela ponta da agulha. Definindo a deflexdo da haste
como positiva durante a aproximagéo, se houver adesdo entre a ponta da agulha e a
amostra, tem-se uma deflexdo negativa durante a retracdo. A deflexdo é proporcional a
forca de adesdo e, como a regido de contato da ponta da agulha situa-se em escala
nanométrica, € possivel detectar forcas que surgem pelo reconhecimento de uma Unica
molécula (Duran et al, 2006).

A técnica de AFM tem causado grande impacto na ciéncia de materiais, no
estudo das propriedades de superficie de metais, ceramicas, polimeros e produtos
naturais. Em sistemas biologicos, a microscopia de varredura por sonda tem sido

utilizada para estudar estruturas celulares e propriedades fisicas e quimicas de
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biomoléculas aderidas em superficies inertes ou em superficies biologicas (Duréan et al,
2006).

Cantilever /

Probe

Figura 16: Representacdo da microscopia de forca atbmica. Disponivel em:
<http://www.mtholyoke.edu/~menunez/ResearchPage/AFM.html
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5. PARTE EXPERIMENTAL

Neste capitulo, serdo descritas as metodologias utilizadas na sintese e
caracterizacdo dos filmes de polipirrol (PPy) com glicose oxidase (Gox), através de
técnicas eletroquimicas, microscopia eletronica de varredura (MEV) e microscopia de

forca atbmica (AFM), além de descritos os materiais empregados.

5.1- Materiais e métodos

5.1.1. Reagentes e solugoes

o Pirrol (Aldrich) destilado sob presséo reduzida antes da utilizagéo;
o Glicose oxidase (Sigma-Aldrich, tipo X-S);

o Tampéo de fosfato de potassio, 0,1M;

o Glicose tamponada, 100mM,;

o Solucéo de KClI;

Para o crescimento dos filmes de biossensores (dispositivos) foi empregado um
potenciostato AutoLab PGSTAT30/FRA.

5.1.2. Preparacao da solucédo de tampao de fosfato

Tampéo fosfato (equimolar), pH =7
KH,PO,4, m = 3,44 g (0,025 mol)
K,HPO,4, m = 4,35 g (0,025 mol)

Os sais foram secos a 100 — 110 °C em estufa por 1 h e resfriados em dessecador
antes de iniciar o preparo da solucdo. Procedeu-se a dissolucdo dos sais em agua
deionizada, transferindo-os quantitativamente para um baldo volumétrico (1 L) e
completando-se o volume também com agua deionizada. As solug¢bes foram estocadas
em frasco de vidro. Segue a Tabela 2 listando o pH da solu¢do tamp&o em funcéo da

temperatura.



Tabela 2: pH em funcdo da temperatura.

T (°C) pH

15 6,90

20 6,88

25 6,86

30 6,85
5.2. Eletrodos e Célula
o Célula de vidro (10ml);
o Eletrodo de referéncia (ER): Eletrodo de Calomelano Saturado (ECS)
(Analion R 682);
o Eletrodos de trabalho (ET): platina polida ou ITO (6xido de indio e estanho)
(R»15Q) (1,0 cm?);
o Contra eletrodo: platina polida (2,5cm x 1,0 cm);

Os filmes foram obtidos por

sintese galvanostatica e caracterizados

eletroquimicamente em célula de vidro com um volume de solucdo de 10 ml. O ET foi

mantido paralelo a uma distancia fixa, bem préxima, do CE. O ER foi fixado o mais

préximo possivel do ET.

As solucdes eletroliticas utilizadas nas sinteses e caracterizacfes eletroquimicas

foram deaeradas com arg6nio antes da realizacdo dos experimentos e durante o processo

0 ambiente foi mantido inerte para que ndo houvesse participacdo do oxigénio nos

processos de oxidacao e reducdo (Silva, 2006).

O esquema do sistema utilizado para a sintese eletroquimica e caracterizacfes

eletroquimicas esta demonstrado nas Figuras de 17 a 19.
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Figura 3: Esquema do sistema utilizado na eletropolimerizacéo e caracterizagdo

eletroquimica dos filmes de Ppy com Gox. (Silva, 2006)

Figura 4: Ceélula eletroquimica utilizada neste trabalho.
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Figura 19: Vista superior da célula eletroquimica, mostrando as conexdes.

5.3. Crescimento dos filmes de biossensor

Os filmes de Ppy/GOx foram obtidos por sintese galvanostatica, empregando um
potenciostato AutoLab PGSTAT30/FRA. Foram utilizados 10 ml da solucdo tampao,
com [Py]=0,1 M, [KCI]=0,5,1,0e 1,5 M e [GOx]=1, 2 e 3 mg/ml.

A solucdo foi submetida a polimerizacdo galvanostatica, utilizando placas de Pt
(como eletrodo de trabalho e contra-eletrodo), e como referéncia um eletrodo de
calomelano saturado (ECS). A solucdo foi deaerada com argdnio ou nitrogénio e o
ambiente foi mantido sob atmosfera inerte, a temperatura ambiente durante o
crescimento do filme. Foi imposta uma corrente de 0,5 mA durante 16 minutos e o
potencial eletroquimico na célula foi registrado, de modo a testar as condi¢des 6timas de
sintese.

Foi realizado também, um experimento em branco, utilizando as mesmas
condicdes de sintese, na auséncia de GOx, utilizando como solugdo de caracterizacao,
agua deionizada e [KCI]=0,5 e 1M.

5.4. Caracterizacao eletroquimica dos dispositivos.

Os dispositivos obtidos foram caracterizados por cronopotenciometria, durante a
sintese e por voltametria ciclica e cronoamperometria ap0s a sintese. Para a
cronoamperometria foi utilizada solugéo de glicose (100 mM) em tampéo de fosfato
equimolar contendo KCI (0,5, 0,1 e 1,5 M). Foram utilizadas velocidades de varredura

entre 10 e 100 mV/s para a voltametria ciclica e, para a cronoamperometria, foi imposto
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um potencial de 0,7 V durante 5 minutos. O dispositivo que apresentou melhores
respostas eletroquimicas foi testado quanto a sua reprodutibilidade de obtencdo e
também caracterizado em meio sem glicose.

Foram testadas as diferentes condicdes: solugédo de glicose (100 mM) em tampéo
de fosfato equimolar com KCI, solugdo-tampéo de fosfato equimolar com KCI e solugéo
aquosa de KCI. Os voltamogramas ciclicos obtidos foram analisados e comparados, de
forma a identificar os picos relacionados a cada processo.

Empregou-se nessas analises a mesma célula eletroquimica com os eletrodos e o
potenciostato AutoLab PGSTAT30/FRA.

5.5. Caracterizacdo Morfoldgica dos dispositivos

As analises morfdlogicas dos filmes foram feitas por MEV, em um microscopio
HITACHI TM - 1000, visando a caracterizacdo superficial das amostras para a
avaliacdo de sua homogeneidade e, por Microscopia de Forca Atdmica (AFM), em um

microscopio MOD — 1M plus, para a caracterizac¢do da sua topografia.

5.6. Curva de adicao da glicose.

O filme sintetizado foi imerso em solucdo de KCI, na célula eletroquimica com
agitacdo por meio de um bastdo magnético. Foi aplicado um potencial de 0,7 V durante
12 minutos com adicdo de 1 ml de glicose tamponada, por um minuto. Registrou-se a

corrente elétrica gerada durante o processo.
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6. RESULTADOS E DISCUSSOES

Neste capitulo, sdo mostrados os resultados correspondentes aos dispositivos que

apresentaram melhor resposta eletroquimica.

6.1. Analise dos dispositivos obtidos nas seguintes condi¢des de sintese e
caracterizacao:

Solucao de sintese: [Py] = 0,1 M; [GOx] = 1 mg/mL; [KCI] = 0,5 M; tampé&o equimolar.
Solucao de caracterizagdo: [KCI] = 0,5 M e glicose tamponada.

[KCI] = 0,5 M e tampéo equimolar.

A Figura 20 mostra a curva de evolugdo do potencial ao longo do tempo (E X t)
obtida durante a sintese de um filme de Ppy/GOx utilizando [Py] = 0,1 M; [KCI] =0,5
M, [GOx] = 1 mg/mL e tampdo fosfato equimolar. A corrente aplicada foi de 0,5 mA

durante 16 minutos.
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Figura 20: Evolucdo do potencial (E) em funcdo do tempo durante a sintese de filmes
Ppy/GOx.



A Figura 20 evidencia a deposicdo de material eletroativo na superficie do
eletrodo de trabalho. Pode-se observar diferentes etapas de formagdo do filme
polimérico, como descritas a seguir.

Entre A e B ocorre a oxidacdo dos mondmeros em solucdo, proximos a
superficie do eletrodo, em um processo controlado pela difusdo dos mesmos, e o inicio
da formacdo de oligbmeros. Entre B e C, ocorre o inicio da nucleagdo destes
oligdbmeros e sua deposi¢do na superficie do eletrodo, em um processo controlado pela
difusdo dos oligbmeros. A partir de C até D, ocorre o crescimento destas estruturas
recém nucleadas, dando origem a um filme continuo na superficie do eletrodo. Esse
tipo de deposicdo foi observado para filmes de polipirrol obtidos anteriormente
empregando anions complexos contra ions (Cruz et al, 2007).

A Figura 21 mostra uma curva cronopotenciométrica para um filme Ppy/GOx

obtido nas condicdes referidas. O potencial aplicado foi de 0,7 V durante 300 segundos.
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Figura 21: Curva cronoamperométrica de filmes Ppy/GOx obtidos utilizando
[Py] =0,1 M; [KCI] = 1,0 M, [GOx] = 1 mg/mL e tampao fosfato equimolar. Potencial
aplicado 0,7 V vs ECS.

Pela analise da Figura 21, observa-se que o sistema atinge o equilibrio de

polarizacao de superficie rapidamente alcancando valores de corrente residual proximos
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a zero em aproximadamente 58 segundos. Isso indica uma cinética difusional rapida, a
qual ndo limita o fluxo de espécies eletroativas até o eletrodo. Este comportamento
pode indicar que a resposta do dispositivo final deve ser rapida, sem as limitacdes de
difusdo de espécies moleculares, como a glicose.

Na Figura 22 sdo mostrados os voltamogramas ciclicos obtidos para os
dispositivos nas velocidades de varredura de 10, 25, 50 e 100 mV/s, utilizando glicose
tamponada com [KCI] = 0,5 M como solucdo de caracterizacdo. Foram observados um
processo anodico e um catddico, associados a oxidacdo e a reducdo, respectivamente.
As ondas catodicas e anddicas sao uma soma dos processos naturais de oxi-reducao do
polimero com o reconhecimento da glicose pela GOx imobilizada no filme, ja que os
processos caracteristicos do Ppy ocorrem na mesma faixa de potencial dos processos de
oxi-reducdo da glicose.

Os voltamogramas ciclicos mostram a presenca de um par redox com potenciais
entre -0,3608 e -0,3217 V (oxidacéao) e -0,6882 e -0,5834 V (reducdo). Este par redox,
dado os seus valores de potencial, constitui um sistema irreversivel (o0 que é coerente
com a formacdo de produtos oxidados a partir da glicose, 0s quais apresentam um

comportamento redox distinto.
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Figura 22: Voltamogramas ciclicos de filmes Ppy/GOx obtidos utilizando [Py] = 0,1
M; [KCI] = 0,5 M, tampé&o equimolar e [GOx] = 1 mg/mL. Potencial aplicado vs ECS.

Observando os voltamogramas percebe-se que ha um aumento no valor de I

(oxidagdo, anodico) e de AE,ox com a velocidade de varredura, o que indica que 0s
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processos sdo dependentes de um controle difusional, associado, no presente estudo, a
difusdo da glicose até a superficie do filme.

Os valores de potenciais e correntes do pico anddico (lox) e do pico catodico (lreg,
reducdo) da voltametria em funcdo da velocidade de varredura sdo apresentados na
Tabela 3.

A partir dos valores da Tabela 3 constréi-se o grafico que relaciona a corrente de
pico da oxidacdo e a corrente do pico de reducdo das voltametrias ciclicas a raiz
quadrada da velocidade de varredura empregada nas voltametrias ciclicas, que €

mostrado na Figura 23.

Tabela 3: Valores de potenciais e correntes de pico anddico e catédico em funcdo da
velocidade de varredura. CondicGes de sintese: [Py] = 0,1 M; [GOx] = 1 mg/mL;
[KCI] = 0,5 M e tampéo equimolar; Solucdo de caracterizacdo: [KCI] = 0,5M e glicose
tamponada.

Velocidade £y (V) e (A) £y rea (V) s () AE; (V)
(mV.s™) ' ’ (IEp.ox-Epredl)

10 -0,3608 1,8005 10 -0,5834 0,9259 10™ 0,2226

25 -0,3462 4,7222 10" -0,5511 1,9444 10 0,2049

50 -0,3381 6,5092 10™ -0,6267 2,6389 10™ 0,2886

100 -0,3217 7,9444 10 -0,6882 2,8518 10™ 0,3665
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Figura 23: Dependéncia da corrente de pico (anddico, lox. e catddico, lq) com a
velocidade de varredura em filmes Ppy/GOx obtidos utilizando [Py] = 0,1 M;

Da Figura 23 observa-se a relagdo linear entre a corrente de pico (tanto anddico
quanto catddico) e a raiz quadrada da velocidade de varredura, 0 que sugere a existéncia
de um controle difusional na superficie do eletrodo. Este controle encontra-se
associado, em principio, com o processo de dopagem do polimero, com a entrada e a
saida do anion presente em solucdo (CI"). Esse comportamento é similar ao encontrado
para outros filmes de polipirrol nos quais ndo sdao empregadas enzimas, o que indica o
mesmo  comportamento  eletroativo para o filme condutor polimérico,
independentemente da imobilizacdo de uma enzima na superficie.

As imagens resultantes da caracterizacdo morfolégica dos filmes por
Microscopia Eletronica de Varredura, MEV, sdo mostradas na Figura 24.
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Figura 24: Imagens MEV dos filmes Ppy/GOx em diferentes regides e ampliacoes.

A andlise das imagens MEV evidenciou homogeneidade na escala micrométrica.
Foi realizado um outro teste com as mesmas condi¢des de sintese, porém a solucéo de
caracterizacdo utilizada foi de tampdo com [KCI] = 0,5 M (solugdo na auséncia de
glicose). Na Figura 25 mostra-se a curva de crescimento do biossensor a ser

caracterizado na solugéo sem glicose.
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Figura 25: Evolucdo do potencial (E) em funcdo do tempo durante a sintese de filmes
Ppy/GOx a ser caracterizado em solucéo na auséncia de glicose.

Na Figura 26 mostra-se a curva cronopotenciométrica de filmes Ppy/GOx
obtidos nas mesmas condi¢bes anteriores, porém, empregando-se solucdo de
caracterizacdo sem glicose. O comportamento é praticamente 0 mesmo que o da

caracterizagdo em meio com glicose.
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Na Figura 27 sdo mostradas as voltametrias ciclicas obtidas para o dispositivo
em meio sem glicose, nas mesmas velocidades de varredura empregadas anteriormente.
Observa-se 0 mesmo comportamento para as voltametrias que o observado na Figura 22
quanto ao aumento no valor de I, ox com a velocidade de varredura, o que indica que os
processos também sdo dependentes de um controle difusional. Entretanto, nesta
sequéncia de voltamogramas ciclicos, na faixa de potencial responsavel pelos processos
de oxi-reducédo do polipirrol, os picos sdo menos definidos ocorrendo em um AE maior
que o observado para a caracterizagdo em solugdo contendo glicose. Observa-se,
adicionalmente, uma contribuicdo capacitiva na corrente (Figura 27), indicando que o
comportamento redox € concomitante uma onda capacitiva, similar ao comportamento
observado para polimeros dopados com contra ions complexos (Cruz et al, 2008).
Comparando-se as duas séries de voltamogramas em solu¢Ges com e sem glicose, pode-
se inferir um comportamento de reconhecimento do soluto (glicose) pelo dispositivo
contendo a enzima, devido a maior definicdo dos picos de oxidacdo e reducdo na

caracterizacdo com a solucgéo contendo glicose.

0,000+

-0,001 [

-0.002

-0.003

-0,004

1 (A)

-0,005

-0,008 —

-0,007

0 50 I 160 I 1%0 I 2(IJD I 250 I 3EI}D
t(s)
Figura 26: Curva cronoamperomeétrica de filmes Ppy/GOx obtidos utilizando
[Py] = 0,1 M; [KCI] = 1,0 M, [GOx] = 1 mg/mL e tampé&o fosfato equimolar. Potencial

aplicado 0,7 V vs ECS. Solugéo aquosa de caracterizagdo contendo [KCI] = 1,0 M;
tampéo (sem a presenca de glicose).
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Figura 27: Voltamogramas ciclicos de filmes Ppy/GOx obtidos utilizando [Py] = 0,1
M; [KCI] = 0,5 M, tampéo fosfato equimolar. Potencial aplicado vs ECS. Solugéo de
caracterizacdo contendo [KCI] = 0,5 M, tampéo.

6.2. Analise dos dispositivos obtidos nas seguintes condic¢des de sintese e
caracterizacao:

Sintese: [Py] = 0,1 M; [KCI] = 0,5 M, [GOx] = 2mg/mL e tampao fosfato equimolar.
Solucdo de caracterizacdo:  Glicose tamponada.

[KCI] = 0,5 M e glicose tamponada
A Figura 28 mostra a curva de crescimento do biossensor nas condicdes

referidas acima. Observa-se que o comportamento da curva é praticamente 0 mesmo de

testes anteriores.
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Figura 28: Evolucdo do potencial (E) em funcdo do tempo durante a sintese de filmes
Ppy/GOx. Curva Ext obtida durante a sintese de um filme Ppy/GOx utilizando
[Py] =0,1 M; [KCI] =0,5 M, [GOx] = 2 mg/mL e tampao fosfato equimolar. A

corrente aplicada foi de 0,5 mA durante 16 minutos.

A Figura 29 mostra os voltamogramas obtidos com glicose tamponada 100 mM.
Sdo observados dois picos de oxidacdo e um pico de reducdo na velocidade de 100
mV/s; um pico de oxidacdo e um pico de reducdo nas outras velocidades empregadas.
A medida que aumenta a velocidade de varredura, os picos de oxidagio s&o deslocados
para valores mais positivos de potencial e, os picos de reducdo sdo deslocados para
valores mais negativos.

A Tabela 4 mostra a dependéncia das correntes de pico com a velocidade de

varredura.
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Figura 29: Voltamogramas ciclicos de filmes Ppy/GOx obtidos utilizando
[Py] = 0,1 M; [KCI] = 0,5 M, tampdo fosfato equimolar e [GOx] = 2 mg/mL. Potencial
aplicado vs ECS. Solucdo de caracterizagdo contendo glicose tamponada.

Tabela 4: Valores de potenciais e correntes de pico anddico e catdédico em funcéo da
velocidade de varredura. Condic@es de sintese: [Py] = 0,1 M; [GOX] = 2 mg/mL;
[KCI] = 0,5 M e tampéo equimolar; Solucédo de caracterizacdo: Glicose tamponada

100 mM.

v (mV.s?) lox (A) Epox (V) lrea (A) Ep.red (V)
10 3,257 10™ -0,357 2,008 10™ -0,593
25 4,417 10™ -0,317 5,019 10™ -0,683
50 6,023 10 -0,300 8,835 10™ -0,752
100 1,004 107 -0,280 (-0,251) 9,034 10™ -0,849

A partir dos pardmetros listados na Tabela 4, foi construido o grafico que
relaciona os picos corrente a raiz quadrada da velocidade, que esta mostrado na Figura
30. Verifica-se uma curva com menor linearidade.

A Figura 31 mostra os voltamogramas obtidos com [KCI] = 0,5 M e glicose

tamponada. Observam-se trés picos de oxidagdo e um pico de reducdo. Comparando 0s
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voltamogramas das Figuras 29 e 31, supds-se que os dois picos de oxidacdo localizados

em potenciais mais positivos correspondessem a reacdo de reconhecimento da glicose

pela enzima GOXx e, o pico localizado em potencial mais negativo correspondesse as

propriedades de oxi-reducdo naturais do ppy. Para que esses picos pudessem ser

identificados, foi realizado um teste branco no qual um filme de Ppy foi sintetizado e

caracterizado na auséncia de GOX.
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Figura 30: Dependéncia da corrente de pico com a velocidade de varredura em filmes
Ppy/GOx (Sintese: [Py] = 0,1 M; [KCI] = 0,5 M; [GOX] = 2 mg/mL e tampé&o fosfato
equimolar). A partir dos VC em [glicose] = 100 mM sem KCI.
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Figura 31: Voltamogramas ciclicos de filmes Ppy/GOx obtidos utilizando [Py] =
0,1 M; [KCI] =0,5 M, tampéo fosfato equimolar e [GOx] =2 mg/mL. Potencial
aplicado vs ECS. Solugéo de caracterizagdo contendo glicose tamponada e [KCI] =

0,5 M.
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A dependéncia da corrente de pico com a raiz quadrada da velocidade de
varredura para os voltamogramas nessas condi¢fes € mostrada na Tabela 5 e na Figura
32. Verifica-se um padréo diferente na curva que relaciona as correntes de pico com a
raiz quadrada da velocidade de varredura para estas condi¢des. Suple-se que as
diferencas de comportamento observadas nas Figuras 30 e 32 se devem ao fato de a
difusdo das moléculas de glicose para as enzimas imobilizadas no polimero serem mais
importantes, nestas condicdes, do que a difusdo daquelas e do CI" para a superficie do

eletrodo, o que resultou em uma relagéo néo linear.

Tabela 5: Valores de potenciais e correntes de pico anddico e catédico em funcdo da
velocidade de varredura. Condi¢bes de sintese: [Py] = 0,1 M; [GOx] = 2 mg/mL;
[KCI] = 0,5 M e tampdo equimolar; Solucdo de caracterizacdo: [KCI] = 0,5 M e glicose
tamponada 100 mM.

v(mV.s?h) [ loxi (A) | Epoxi lox.2 (A) Epox2z | loxs (A) Ep.ox3
V) V) V)
10 1,088 10° | -0,878 | 4,38110" | -0,622 | 3,83310" | -0,367
25 2,02410° | -0,861 | 1,04010° | -0,588 | 4,927 10° | -0,310
50 1,77710° | -0,861 | 1,75210° | -0,553 | 4,38110" | -0,233
100 1,95910° | -0,866 | 4,38110" | -0,539 | 8,76210" | -0,171
000204 ® lox1 " 4
- lox2
0,0018 lox3 v
0,0016 -
0,0014-.
QD.GU‘IZ-:
:0.0010- - ®
D,GDDS-:
D.{]DUB-:
D.GOM- 4 ”
I T

V1:’2 (mv.s-l)’:&
Figura 32: Dependéncia da corrente de pico com a velocidade de varredura em filmes

Ppy/GOx (Sintese: [Py] = 0,1 M; [KCI] = 1,0 M; [GOx] = 2 mg/mL e tampéo fosfato
equimolar). A partir dos VC em [glicose] = 100 mM e [KCI] = 0,5 M.
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6.3. Analise dos brancos (filmes sem enzima):
Sintese: [Py] = 0,1 M; [KCI] = 0,5 M e tampdo fosfato equimolar.
[Py] = 0,1 M; [KCI] = 1,0 M e tampdo fosfato equimolar.

Solucdo de caracterizacdo: Solucédo de [KCI]=0,5M

Solucéo de [KCI]=1,0M

Na Figura 33 mostra-se a curva de potencial em fungéo do tempo obtida durante

o0 crescimento galvanostatico do filme de polipirrol com 0,5 M de KCI. Observa-se o

mesmo tipo de crescimento descrito para os filmes com enzima. Na Figura 34 sdo

mostrados os voltamogramas ciclicos para esse filme obtidos com velocidades entre 10

e 100 mV.s™.
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Figura 33: Evolucdo do potencial (E) em funcdo do tempo durante a sintese de filmes

Ppy sem GOx, com [KCI] = 0,5 M.
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Figura 34: Voltamogramas ciclicos do filme Ppy obtidos utilizando [Py] = 0,1 M;
[KCI] = 0,5 M, tampdo fosfato equimolar na auséncia de GOx. Potencial aplicado vs
ECS.

Nas Figuras 35 e 36 sdo mostradas as curvas de E(V) vs t e voltamogramas
ciclicos para o filme crescido sem enzima e com [KCI] = 1,0 M.
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Figura 35: Evoluc¢do do potencial (E) em funcdo do tempo durante a sintese de filmes

Corrente elétrica (mA)
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Figura 36:

Ppy sem GOx, com [KCI] =1,0 M.
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Voltamogramas ciclicos do filme Ppy obtidos utilizando [Py] = 0,1 M;

[KCI] = 1,0 M, tampéo fosfato equimolar na auséncia de GOx. Potencial aplicado vs

ECS.
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As curvas de crescimento dos filmes (Figuras 33 e 35) sdo semelhantes aquelas
obtidas nas condi¢des anteriormente estudadas, indicando a reprodutibilidade da sintese
do material, a qual ocorre pelo mesmo mecanismo de crescimento anteriormente
descrito. Percebe-se, nestas curvas, uma diferenca que pode ser associada a polarizagdo
do meio eletrolitico, uma caracteristica mais efetiva sob condices de maiores
concentracdes salinas. Observa-se nas Figuras 34 e 36, para ambas as amostras, um
comportamento voltamétrico distinto daquele observado em solucdo contendo glicose.
Na auséncia do analito, a resposta voltamétrica dos filmes corresponde a resposta do
Ppy dopado com KCI, uma vez que o sinal que seria observado referente a
bioeletrooxidacdo da glicose ndo ocorre. Os picos de oxidacdo foram localizados,
aproximadamente, entre -0,4 V e 0,5 V nos resultados obtidos com [KCI] = 0,5 M; entre
-0,6 V e 0,5 V nos resultados obtidos com [KCI] = 1,0 M. Isso indica que os picos
correspondentes a reacdo de reconhecimento de glicose e ao movimento de entrada e
saida dos ions CI” do filme ocorrem praticamente na mesma faixa de potencial, sendo os
picos, obtidos nas caracterizagdes dos dispositivos na presenca de GOX, uma soma dos

dois processos.

6.4. Andlise dos dispositivos obtidos nas seguintes condicdes de sintese e
caracterizagao:

Sintese: [Py] = 0,1 M; [KCI] =0,5 M, [GOx] = 3 mg/mL e tampéo fosfato equimolar.
Solucdo de caracterizacdo: [KCI] = 0,5 M e glicose tamponada.

[KCI] = 0,5 M e tampéo equimolar.
Na Figura 37 mostra-se os voltamogramas ciclicos obtidos com glicose

tamponada e [KCI] = 0,5 M. Dos voltamogramas sdo observados trés picos de oxidagao

e dois de reducao, sendo um deles com corrente bem baixa.
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Figura 37: Voltamogramas ciclicos de filmes Ppy/GOx obtidos utilizando [Py] = 0,1
M; [KCI] = 0,5 M, tampéo fosfato equimolar e [GOx] = 3 mg/mL. Potencial aplicado

vs ECS. Solucéo de caracterizacdo contendo glicose tamponada e [KCI] = 0,5M.

A figura 38 mostra os voltamogramas ciclicos obtidos com tampéo e [KCI] = 0,5

M. Observa-se dois picos de oxidacao e dois picos de redugdo em potenciais negativos.

0,004
0,003 i
0,002 ]
0,001 ]
0,000 ]
-0,001 ]

<C -0,002 ]

-0,003 ]

-0,004 i

-0,005 i

-0,006

-0,007

——10mv.s®

——25mV.st

——50mV.s”

100 mV.s™
T

-1,50

T T T T T T T T
-1,25 -100 -0,75 -050 -0,25 0,00 0,25 050 0,75 1,00

E (V vs ECS)

Figura 38: Voltamogramas ciclicos de filmes Ppy/GOx obtidos utilizando
[Py] =0,1 M; [KCI] = 0,5 M, tampéo fosfato equimolar e [GOx] = 3 mg/mL. Potencial

aplicado vs ECS. Solucéo de caracterizacdo contendo tampé&o e [KCI] = 0,5 M.
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A anélise dos voltamogramas em todas as condi¢fes de sintese propostas
permitiu avaliar o comportamento dos filmes em solucdo eletrolitica contendo ou néo o
analito (glicose), bem como a influéncia da concentracdo de GOx em cada dispositivo.

Em todos os casos, 0s voltamogramas em solucdo eletrolitica (sem glicose)
apresentaram um comportamento semelhante ao do Ppy dopado com KCI, indicando
que a imobilizacdo da enzima ndo interfere nos processos de oxirreducdo do polimero
condutor. Em solugbes contendo glicose, os filmes apresentaram uma resposta
voltamétrica que inclui tanto o sinal relativo ao processo redox do Ppy quanto o sinal
referente ao processo bioeletroquimico da GOx imobilizada, atuando sobre a glicose.

O aumento da concentragdo de GOx na solucdo de sintese reflete-se no aumento
da definicdo dos picos das voltametrias, como observado na série de voltamogramas
apresentada. Adicionalmente, esta (definicdo dos picos) também é dependente da
concentracdo de eletrolito suporte tanto na solucdo de sintese quanto nas de
caracterizagdo. Em especial, filmes Ppy/GOx contendo [GOx]= 2 e 3 mg/mL
apresentaram picos de oxidacdo bem definidos associados aos processos redox ja
mencionados.

Imagens AFM de filmes Ppy/GOx obtidos com 2 e 3 mg/mL (GOx) s&o
mostradas nas Figuras 39 e 40, respectivamente.

15

slom [prm]
10

ast umj

(b)

Figura 39: Imagens obtidas por AFM dos filmes obtidos sobre ITO nas seguintes
condigdes: [Py] = 0,1 M, [KCI]=0,5 M, [GOx] = 2 mg/ml.
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Figura 40: Imagens AFM dos filmes obtidos sobre platina nas seguintes condi¢des:
[Py] = 0,1 M, [KCI] = 1M, (@) e (b) [GOXx] =3 mg/ml e (c) 2mg/ml. A imagem (b)
corresponde a parte clara do filme, e aimagem (a) corresponde a parte escura.

Pode-se perceber, a partir das imagens obtidas dos filmes Ppy/GOx, a influéncia
da superficie do eletrodo de trabalho (se ITO ou Pt). Comparando-se as imagens
obtidas sobre ITO, Figura 39 (b), com a imagem obtida sobre Pt, Figura 40 (c), ambas
com a mesma concentracdo de enzima, nota-se que ha a formacdo caracteristica tipo
“couve flor” ou globular para ambas. Entretanto, na Figura 40 (c) se observa na parte
direita superior da imagem, que as dimensdes dos globulos sdo maiores, provavelmente
em decorréncia da mudanga do eletrodo.

Desconsiderando-se o efeito da superficie, 0 aumento da concentracdo de GOx
nos filmes indica um efeito decisivo na estrutura superficial. Os filmes contendo
[GOx] =2 mg/mL (Figura 39 (b) e 40 (c)) apresentaram uma estrutura mais compacta,
resultando em uma superficie mais homogénea que aquela observada para os filmes
contendo [GOx] =3 mg/mL (Figura 40 (a) e (b)). Nos filmes observa-se a formacao de

uma estrutura granular homogénea, caracteristica do polipirrol, com compactacdo maior
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para filmes Ppy/GOx(2 mg/mL), assim como uma distribuicdo estreita de diametro dos
nanodominios. A estrutura superficial compacta das amostras € uma consequéncia do
processo de nucleacdo e crescimento eletroquimico dos filmes sobre o eletrodo de
trabalho.

6.5. Curvas de adicéo de glicose:

Para verificar se existe uma relacdo linear entre a corrente elétrica e a
concentracéo de glicose foi realizado um experimento de adi¢do de glicose. Para tanto
foi escolhido o filme de Ppy/GOx com [GOx] de 2 e 3 mg/mL, obtido em ITO. Foi
utilizada uma solucéo de tampdo com [KCI] = 1,0M, e a avaliacdo da sensibilidade dos
dispositivos a presenca de glicose foi avaliada estudando-se a resposta amperométrica
dos filmes Ppy/GOx frente a adi¢cdo de glicose em concentracBes predeterminadas. A
resposta cronoamperométrica dos dispositivos foi registrada com a adi¢do de 1 ml por
minuto de solugdo contendo 100 mM de glicose, a partir de 300s. Os resultados desses
experimentos sdo mostrados na Figura 41 (a) e (b), respectivamente. O grafico

contendo os valores de corrente em funcdo da concentracdo de glicose é mostrado na
Figura 42,
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Figura 5: Curvas de adicédo de glicose dos filmes obtidos nas seguintes condiges:
[Py]=0,1 M, [GOx] =2 (a) e 3 mg/ml (b) e [KCI] = 1,0 M. Potencial aplicado vs ECS.
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Figura 42: Relacdo entre a corrente de pico e a concentracdo de glicose para o
dispositivo Ppy/GOx (3 mg/mL).

A partir da relacdo aproximadamente linear detectada para a faixa de
concentracdes estudada, observada na Figura 42, foi realizada uma regressao linear pelo
método de minimos quadrados, sendo encontrados para R e R? os valores de 0,98789 e

0,97593, respectivamente. Os outros parametros obtidos encontram-se listados na
Tabela 6.

Tabela 6: Pardmetros obtidos para a regresséo linear dos dados de corrente em funcao
da concentracdo de glicose.

corrente = A + [glicose] x B
A B
(5,34 +0,13) x 10 (4,291 + 0,39) x 10°

De posse dos parametros listados na Tabela 6, pode-se afirmar que o dispositivo
apresenta uma resposta aproximadamente linear na faixa de concentracdo de glicose
entre 100 e 500 mM com sensibilidade suficiente para 0 emprego em amostras padrao.
Para 0 emprego em amostras reais, faz-se necessario ainda o estudo da influéncia de
interferentes e a avaliacdo da reprodutibilidade dos dispositivos. Adicionalmente, a
avaliacdo da vida util e da estabilidade durante a estocagem é também importante para a
viabilizagdo dos dispositivos.
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7. CONCLUSOES

No presente trabalho foram desenvolvidos biossensores baseados em polipirrol e
glicose oxidase (Ppy/GOx), os quais foram caracterizados por voltametria ciclica,
microscopia eletrénica de varredura e microscopia de forca atdmica. A resposta dos
dispositivos foi avaliada em solucdo pela adicdo de concentragdes controladas de
glicose, verificando-se a corrente.

As andlises por voltametria ciclica evidenciaram comportamentos distintos para
filmes Ppy/GOx obtidos com diferentes concentracfes de GOx. Em particular, para
filmes contendo 2 e 3 mg/mL GOX, a resposta voltamétrica mais definida dos processos
redox permitiu a anélise da dependéncia da corrente com a concentracgdo de glicose.

Filmes Ppy/GOx(3 mg/mL) apresentaram uma resposta amperométrica
aproximadamente linear com a concentracdo de glicose na faixa entre 100 e 500 mM,
permitindo, inicialmente, a quantificacdo de glicose em solucGes padronizadas. Este
reconhecimento da glicose pelo biossensor pode ser atribuido as propriedades
nanoestruturais do filme, morfologia, espessura e imobilizacdo da enzima. A
nanoestrutura do filme permitiu a imobilizacdo da enzima durante o crescimento do
filme e durante os experimentos de voltametria ciclica e, o consequente reconhecimento
da glicose pelo filme. Pode se concluir, que o biossensor obtido neste trabalho é
promissor para futuras aplicacdes.

Em trabalhos futuros, pretende-se verificar a reprodutibilidade dos resultados
obtidos, localizar as posi¢des das enzimas imoblilizadas no filme, através de técnicas de
caracterizagdo morfoldgica e realizar célculos tedricos das propriedades do filme
Ppy/GOX.
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