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Resumo

A monitorizacdo da glicemia é a forma mais popular de acompanhar o
tratamento do diabetes e entender o funcionamento do organismo em relacéo a certos
alimentos, a pratica de atividades fisicas e a administracdo de medicamentos. O
presente trabalho teve como objetivo a producdo de sensores para deteccdo de
glicose, utilizando polipirrol (PPi) disperso, poli(3,4-etilenodioxitiofeno) (PEDOT)
submetido a tratamento corona ou poli(hidroximetil-3,4-etilenodioxitiofeno) (PEDOT-
OH) como transdutores e glicose oxidase (GOx) como enzima responsavel pela
catalise da glicose. O polipirrol foi obtido em dispersao através de sintese quimica
com poli (6xido de etileno) (PEO), para facilitar o método de aplicacédo no sensor por
casting, enquanto que o PEDOT e o PEDOT-OH foram sintetizados
eletroquimicamente proporcionando excelente cobertura do eletrodo de trabalho. A
enzima GOx foi imobilizada por adsor¢éo sobre os trés diferentes sensores produzidos
com PPI/PEO, PEDOT ou PEDOT-OH, ainda foi produzido um biossensor com GOx
imobilizada por entrapment ou confinamento durante a sintese eletroquimica do
PEDOT-OH, com o propdsito de avaliar o melhor método de imobilizacdo enzimética
para a producdo de um biossensor sensivel e seletivo. A morfologia e as estruturas
dos biossensores foram analisados por microscopia eletrbnica de varredura,
espectroscopia de energia dispersiva de raios-X, microscopia de for¢ca atbmica,
espectroscopia no infravermelho e espectroscopia RAMAN. A eletroatividade dos
polimeros e das etapas de desenvolvimento dos sensores foi verificada com
voltametria ciclica. Provou-se, através de analises de cronoamperometria, que 0s
sensores desenvolvidos séo capazes de detectar diferentes concentracdes de glicose,
além de obter a equacdo caracteristica, que determina a densidade de corrente
elétrica em funcdo da concentracdo de substrato utilizado. O sensor de PEDOT-OH
nao necessitou da enzima GOx para a deteccéo de glicose, inclusive em amostras

sanguineas.
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Abstract

Blood glucose monitoring is the most popular way of monitoring the treatment
of diabetes and understanding the functioning of the body in relation to certain foods,
the practice of physical activity and medication administration. This study aimed to
produce sensors for glucose detection using dispersed polypyrrole (PPi), poly(3,4-
ethylenedioxythiophene) (PEDOT) subjected to corona treatment or
poly(hydroxymethyl-3,4-ethylenedioxythiophene) (PEDOT -OH) as transducers and
glucose oxidase (GOx) as the enzyme responsible for the catalysis of glucose. The
polypyrrole dispersion was obtained by chemical synthesis with poly(ethylene oxide)
(PEO), in order to facilitate the application method in the sensor by casting, while the
PEDOT and PEDOT-OH were synthesized electrochemically providing excellent cover
to work electrode. The GOx enzyme was immobilized by adsorption on three different
sensors made with PPI/PEO, PEDOT or PEDOT-OH; it was also produced a biosensor
with GOx immobilized by entrapment during the electrochemical synthesis of PEDOT-
OH, with the purpose of evaluating the best method for enzyme immobilization for
producing a sensitive and selective biosensor. The morphology and structures of
biosensors were analyzed by scanning electron microscopy, energy dispersive X-ray,
atomic force microscopy, infrared spectroscopy and Raman spectroscopy. The
electroactivity of polymers and sensor development stages was checked with cyclic
voltammetry. It has been proven through analysis of chronoamperometry that it was
developed sensors capable of detecting different concentration of glucose and allow
the obtaining of the characteristic equation, which determines the current density as a
function of the substrate concentration used. The PEDOT-OH sensor does not require

the GOx enzyme for the detection of glucose, including blood samples.
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1. INTRODUCAO

O numero de casos de diabetes vem crescendo com o passar dos anos. A
Federacédo Internacional de Diabetes (IDF) indica que no ano de 2015, 415 milhdes
de pessoas vivem com diabetes no mundo e estima que no ano de 2040, 642 milhdes
de pessoas serdo portadoras desta doenca. (DIABETES, 2015) Como até hoje nao
possui cura, as pessoas portadoras de diabetes necessitam saber conviver e

monitorar diariamente o teor de glicose.

A monitorizagdo da glicemia é a principal forma de acompanhar o tratamento
do diabetes e entender o funcionamento do organismo em relagéo a certos alimentos,
a préatica de atividades fisicas e & administracdo de medicamentos. E recomendado
aos pacientes portadores de diabetes a verificacdo de seus niveis glicémicos varias
vezes durante o dia para ter uma ideia da eficacia do tratamento proposto e da
necessidade de mudancas. A recomendacao das sociedades médicas € checar a
glicose sanguinea em jejum, além de antes e apds duas horas das principais refeicbes

(café da manhd, almoco e jantar), antes de deitar e no meio da madrugada.

Atualmente, o mercado farmacéutico disponibiliza varios modelos de monitores
de glicemia, ou tiras teste de glicose, como sdo mais conhecidas. Estas tiras
representam 85% da industria de biossensores e cerca de 5 bilhdes de dolares ao
ano. (NEWMAN; TURNER, 2005) A grande maioria das tiras teste de glicemia
encontradas no mercado s&o produzidas por empresas multinacionais, tornando seu
custo bastante elevado. Além destes gastos, as pessoas e familias comprometem
Seus recursos com o uso da insulina e outros medicamentos essenciais, porém muitas
vezes estes sdo fornecidos pelo sistema publico de saude, que ainda sofre com os
impactos devido ao aumento da utilizagdo de servicos de saude para tratar
complicagbes relacionadas a diabetes como insuficiéncia renal, cegueira ou
problemas cardiacos. Os gastos com diabetes representam de 5 a 20% da despesa
total em saude. (DIABETES, 2015) Com um custo tdo elevado para monitoramento,

tratamento e controle, a doencga é um desafio significativo para os sistemas de saude.
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Por estes fatores a pesquisa nesta area torna-se cada vez mais necessaria,
onde sdo buscados testes cada vez mais compactos, precisos, sensiveis, seletivos e
baratos. Para alcangar estas caracteristicas vem sendo testados diferentes materiais,
como polimeros condutores que transmitem sinais elétricos e podem servir de matriz

para a imobilizacdo de enzimas sem proporcionar a sua desnaturacao.

Entre estes polimeros destacam-se o polipirrol e o poli(3,4-etilenodioxitiofeno),
0S quais vem atraindo uma atencdo especial para a aplicagdo em biossensores
amperométricos de glicose. O polipirrol apresenta-se estavel em condices
ambientes, o mondémero é oxidado facilmente e pode ser preparado a partir de
solucBes aquosas e neutras, facilitando o aprisionamento das biomoléculas e evitando
a sua lixiviacdo. Ja o poli(3,4-etilenodioxitiofeno) possui alta condutividade,
transparéncia quando forma filme no estado oxidado e grande estabilidade.
(AUGUSTO, 2012) Além destas caracteristicas pode ser destacado que para ambos
0s polimeros quando obtidos na forma de nanoestruturas, ocorre um aumento
consideravel da area superficial do eletrodo de trabalho dos biossensores melhorando
sua sensibilidade.

Neste estudo buscou-se o desenvolvimento da metodologia de producdo de
biossensores amperométricos de glicose com polipirrol ou poli(3,4-etilenodioxitiofeno)
como transdutor e glicose oxidase como agente sensor. Os polimeros foram
sintetizados de diferentes formas para estudo de técnicas de imobilizacdo enzimatica
e de producdo dos biossensores. O polipirrol foi obtido em sua forma condutora
através de sintese quimica, disperso em um meio viscoso para facilitar a aplicacédo e
a formacdo de filme, na forma de nanoestruturas para aumentar a area superficial de
deteccdo e permitir a imobilizacdo da enzima diretamente sobre a dispersao
polimérica, produzindo um biossensor de facil fabricacao, simples e de baixo custo. O
poli(3,4-etilenodioxitiofeno) ou seu derivado poli(hidroximetil-3,4-etilenodioxitiofeno)
foram polimerizados eletroquimicamente diretamente sobre o eletrodo de trabalho do
biossensor. A enzima foi imobilizada de duas formas, a primeira, através de
entrapment diretamente durante a sintese eletroquimica, e a segunda diretamente
sobre o polimero formado sobre o eletrodo, confrontando diferentes formas de
imobilizacdo enzimética. Além disso foram ainda verificadas a sensibilidade e

seletividade dos diferentes prototipos desenvolvidos.
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O desenvolvimento deste trabalho conta com a fabricacdo e estudo de trés
dispositivos distintos, construidos de forma semelhante quanto a sua estrutura, mas a
partir de técnicas diferentes. Estes dispositivos referem-se a um biossensor
enzimatico produzido com um polimero condutor obtido por sintese quimica, um
biossensor enzimatico produzido com polimero condutor e submetido a tratamento
corona e um biossensor ndo enzimatico produzido com polimero condutor obtido por

sintese eletroquimica.

Como estratégia de organizacdo da tese, o capitulo inicial de revisdo
bibliografica foi tratado de forma conjunta, enquanto que na parte experimental e
apresentacado dos resultados, os dispositivos foram tratados separadamente com
excecdo aos aspectos comuns a ambos os biossensores. Assim, o trabalho foi
organizado basicamente em trés partes, onde, no primeiro capitulo, serdo introduzidos
e abordados os conceitos utilizados no estudo. No capitulo seguinte, encontra-se uma
descricdo detalhada dos procedimentos experimentais utilizados, culminando com a
descricdo das técnicas de caracterizacdo dos materiais e sensores produzidos. O
altimo capitulo abordara os resultados obtidos para cada biossensor desenvolvido,
referente aos diferentes métodos de sintese e imobilizacdo estudados, além da
sensibilidade, linearidade, limites de detec¢cédo de concentracdes de glicose, obtendo

a curva de calibragcéo dos biossensores.
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2. OBJETIVOS

Estudar a detecgdo de glicose em um biossensor amperométrico simples, de
baixo custo, eficiente, de facil reproducédo em escala e utilizando um polimero condutor
(polipirrol, poli(3,4-etilenodioxitiofeno) ou poli(hidroximetil-3,4-etilenodioxitiofeno)) e

glicose oxidase como enzima.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

A revisdo bibliogréfica contempla o0s conceitos utilizados para o
desenvolvimento deste estudo, bem como uma revisao sobre o cenario atual referente

a biossensores produzidos com polimeros condutores.

3.1. Diabetes

A cada ano mais pessoas séo portadoras de diabetes, além dos 415 milh&es
de adultos que atualmente estima-se que apresentam diabetes, existem 318 milhdes
de adultos com intolerancia a glicose, o que os torna grandes candidatos a
desenvolver a patologia no futuro. Muitos paises ainda ndo estdo conscientes do

impacto social e econdmico desta enfermidade. (DIABETES, 2015)

A diabetes & uma doenca cronica caracterizada pela elevacdo da glicose no
sangue (hiperglicemia), devido a defeitos na secrecdo do horménio insulina pelo
pancreas, ou pela incapacidade de utilizacdo do horménio pelo corpo. Devido a
insuficiéncia ou incapacidade de utilizacdo da insulina, que € responsavel pelo
controle da entrada de glicose nas células do organismo para utilizagdo nas atividades
celulares, a glicose acumula-se no sangue aumentando seus niveis. (DIABETES,
2014; SBEM, 2014) Existem trés principais tipos de diabetes, como pode ser

observada na Tabela 1.

Os niveis normais de glicose no sangue podem variar de 4 — 8 mM (70 — 120
mg/dL), e em condi¢des patoldgicas de 2 — 30 mM (30 — 500 mg/dL). Em indices
hipoglicémicos, pode causar episédios de desmaio e ser inclusive fatal, enquanto em
indices hiperglicémicos pode causar doencas circulatorias, acidentes vasculares
cerebral, amputag¢des, cegueira, insuficiéncia renal, dificuldade de cicatrizacao,
degeneracdo do nervo otico entre outros. (HELLER; FELDMAN, 2010;
SCOGNAMIGLIO, 2013) Geralmente estes efeitos sdo consequéncia de um

tratamento mal executado pelos portadores da doenca.
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Tabela 1 - Tipos de diabetes.

Caracteriza-se por ser uma = Fatores genéticos ou maus =~ Aparece durante a

” doenca autoimune hébitos de vida como gravidez;
2 diagnosticada na infancia sedentarismo, obesidade;
8 ou adolescéncia causada
pela falta de insulina;
Uso diario de insulina, N&o é necessério uso diario Alimentacao
g alimentagdo sem acucar e de insulina. E controlada adequada e
% com baixa quantidade de com remédios orais, exercicios. Tende a
© carboidratos e pratica de alimentacdo adequada e desaparecer apds o
" exercicios; exercicio fisico regular; nascimento o bebé.

Fonte: Adaptado de Atlas da Diabetes (2015, p. 12).

Portanto os portadores de diabetes necessitam realizar um controle dos niveis
glicémicos a fim de evitar possiveis complicacdes mais severas. Para o controle
destes niveis a comunidade de pesquisa vem desenvolvendo importantes ferramentas
de diagndstico inteligente que sejam capazes de satisfazer um acompanhamento
continuo, ndo invasivo, de alta precisdo, baixo custo, simples e confiaveis como os

biossensores de glicose ou tiras de teste rapido.

3.2. Biossensores

Biossensores sdo dispositivos capazes de detectar variacbes fisicas e/ou
quimicas de um sistema quando exposto a um determinado tipo de substancia
biologica. Estas variagcbes sdo recebidas como mudancas de concentracdo ou
polaridade na forma de um sinal elétrico como condutividade elétrica, diferenca de
potencial ou frequéncia de ressonancia. (GREENSHIELDS, 2011) Desta forma, séo
utilizados para medicdo direta de um analito ou substrato em uma amostra, sendo o

sinal gerado proporcional & concentracdo de substrato. (LOJOU; BIANCO, 2006)
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Os biossensores, assim como os demais dispositivos eletrénicos, apresentam
caracteristicas especificas que determinam a sua qualidade, como a sensibilidade,
seletividade, baixo tempo de resposta, precisdo, estabilidade operacional e
reprodutibilidade dos resultados. Além destas, podem ser listadas algumas
caracteristicas desejadas que facilitam o seu manuseio e uso, como pequenas
dimensdes, funcionamento em temperatura ambiente, tempo de vida util, baixo

consumo de energia e baixo custo. (QUINTINO, 2003)

Sensores eletroquimicos sao compostos de trés eletrodos: um de trabalho, um
de referéncia e um contra eletrodo. Em biossensores eletroquimicos, sobre o eletrodo
de trabalho encontra-se dois elementos intimamente associados, o bioreceptor, que é
um elemento sensivel biologicamente responsavel pelo reconhecimento do analito de
interesse, imobilizado em um elemento transdutor, responsavel pelo transporte e
conversao do sinal produzido pela reacéo da substancia de interesse em contato com
0 elemento sensoativo ou bioreceptor. (SASSOLAS; BLUM; LECA-BOUVIER, 2012)

A escolha do elemento sensoativo, ou bioreceptor, e do transdutor adequado,
depende de cada amostra e do tipo de medida que se tem interesse. O bioreceptor
determina o grau de seletividade ou especificidade do biossensor, e faz o
reconhecimento da substancia de interesse por meio de uma rea¢do quimica gerando
um sinal quimico, que pode resultar de uma variacdo na concentracdo de proétons,
liberacdo de gases, emissdo ou absorcdo de luz, emissdo de calor, variacdo de
massa, mudanca de estado de oxidacdo. O elemento sensoativo, ha maior parte das
vezes € constituido de enzimas ou anticorpos imobilizados, que melhoram a
seletividade destes dispositivos, pois realizam interacdes especificas com o analito
avaliando a sua concentragdo na amostra. Estes caracterizam o elemento chave do
biossensor. (LOJOU; BIANCO, 2006; QUINTINO, 2003)

Ja para a escolha do transdutor existem requisitos basicos que devem ser
considerados como: o material deve ser adequado para adaptacédo do bioreceptor
imobilizado; altamente especifico para o substrato de interesse, sendo capaz de
detectar alguma variacao especifica que ocorra durante a reacdo quimica e que esta
variacao ocorra na faixa de concentracao apropriada; apresentar resposta rapida além
de ser econémico. (MELLO; KUBOTA, 2007; MELO, 2008)
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Dependendo de como o sinal quimico € detectado e transmitido, o0s
biossensores podem ser amperométricos (medidas de corrente), condutimétricos
(medidas de mudanca de condutividade), épticos (medidas de absor¢cdo ou emisséo
de luz), calorimétricos (medidas de variacao de entalpia), potenciométricos (medidas
de potencial), entre outros. (GUIMARD; GOMEZ; SCHMIDT, 2007) A utilizacdo de
sensores com polimeros condutores como transdutores pode ocorrer na qualificacdo
ou quantificacdo de um grande numero de substancias quimicas e biolégicas e para
aplicacdes que variam desde o controle da qualidade de alimentos e bebidas, em
industrias farmacéuticas, ao diagnostico clinico e deteccdo de armas quimicas e
biol6gicas. (GREENSHIELDS, 2011) Na Figura 1 pode ser contemplado um esquema

representativo da estrutura de um biossensor.

Figura 1 - Esquema representativo da estrutura e principio de operacdo de um biossensor.
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Fonte: Solanki et al., (2011, p. 17).

Os biossensores amperométricos medem a corrente produzida durante a
oxidac&o ou reducdo de um produto ou reagente geralmente na aplicacdo de um

potencial constante. Dependem tipicamente de um elemento sensoativo que converta
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cataliticamente substratos inativos eletroquimicamente em produtos que possam ser
oxidados ou reduzidos em um eletrodo operante, o qual é mantido em um potencial
especifico de acordo com um eletrodo de referéncia. A corrente produzida pela reacao
redox € linearmente proporcional a concentracdo do produto eletroativo, a qual é
proporcional ao analito (substrato da enzima) nao eletroativo. (GERARD; CHAUBEY;
MALHOTRA, 2002; MELO, 2008)

A eficiéncia de um biossensor amperomeétrico € mensurada a partir de alguns
critérios de desempenho. O conhecimento destes torna-se importante para indicar a
natureza dos passos limitantes e realizar a otimizacdo do biossensor. Muitos destes
critérios de desempenho sdo mensurados através de técnicas de voltametria ciclica
ou cronoamperometria, as quais auxiliam na determinacdo da equacao caracteristica
de resposta do biossensor frente a perturbacdes do sistema pela adicdo do substrato
em analise. Com a determinacdo da equacao caracteristica do prototipo pode-se
determinar a concentracdo de certo substrato em determinada amostra através de

medidas de corrente elétrica.

A equacéo caracteristica ou curva de calibracdo para o biossensor é definida

por uma equacao de reta no formato da equacéao (1):

y=axx+bhb (1)

Onde y representa a corrente elétrica medida; a € a inclinacdo da curva de
calibracédo e indica a sensibilidade do biossensor; x representa a concentracdo de
substrato analisado e b é o ponto onde a curva corta o eixo y do grafico.

O intervalo de concentracdes onde a curva possui comportamento linear
representa os limites inferior e superior de quantificacdo da concentragao do substrato
de interesse. (THEVENOT et al., 2001)

Outros parametros de interesse séo o limite de deteccdo (LOD) e a constante
cinética de Michaelis-Menten (Km). O LOD expressa a mais baixa concentracao de
substrato, ou analito, que o processo analitico pode detectar de forma fidedigna.
(MOCAK et al., 1997) J& a constante cinética de Michaelis-Menten foi determinada em
1913 por Leonor Michaelis e Maud Menten como uma estimativa da constante de
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dissociacdo aparente do complexo enzima-substrato para enzima-produto,
representando uma estimativa da velocidade de dissociacao do substrato pela enzima
e formacdo de produto. Quanto maior o valor de Km menor a probabilidade de
formacao de produto, significando que pode existir um obstaculo entre a amostra e a
camada de reacao prejudicando a difusdo do substrato ou a velocidade de reacéo da

enzima-substrato € aumentada. A determinacdo da Km pode ser realizada pela

equacao de Lineweaver-Burke, equacgao (2):

ip" = fmax + (Kmimax) X (conc subs)™! @

Onde imax € a corrente maxima quando o meio esta saturado de substrato, ip €
a corrente no estado estacionario apos a adicdo do substrato de interesse e conc
subs é a concentracdo do substrato.

Construindo o gréfico 1l/concentracdo de substrato x 1/corrente, e
determinando a equacao da reta, pode-se determinar o Km, pela divisdo da inclinacéao
da reta pelo ponto de intersecdo no eixo y, que representa a corrente maxima. (FENG
et al., 2015; MOHAMMADI et al., 2009)

Desta forma para a producdo de um biossensor amperomeétrico enzimatico é
necessario realizar a imobilizagdo da enzima na superficie do eletrodo de forma que
esta apresente o maior nimero de sitios ativos disponiveis, desenvolvendo um
dispositivo eficiente e com elevada performance, como estabilidade operacional e de
armazenamento, alta sensibilidade e seletividade, tempo de resposta curto e alta
reprodutibilidade. (SASSOLAS; BLUM; LECA-BOUVIER, 2012)

As enzimas quando imobilizadas possuem uma maior estabilidade em faixas
mais amplas de pH e temperatura, porém o processo de imobilizacdo sempre resulta
em um decréscimo de sua atividade catalitica, pela desnaturacdo da enzima ou por
alteracdes conformacionais modificando a sua estrutura ou seu sitio ativo, provocando
uma perda na sensibilidade do sensor. (D’'SOUZA; GODBOLE, 2002; SASSOLAS;
BLUM; LECA-BOUVIER, 2012) Assim, as biomoléculas necessitam manter sua
estrutura e funcdo para manter a atividade biolégica apos a imobilizacdo, além de

permanecer fortemente ligadas a superficie do eletrodo garantindo que n&o sejam
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dessorvidas durante a utilizacdo do biossensor. (SASSOLAS; BLUM; LECA-
BOUVIER, 2012)

Existem muitas técnicas de imobilizacdo de enzimas, entre elas podemos
destacar a adsorcdo, ligacdo covalente, reticulacdo, afinidade ou confinamento

(Entrapment) (Figura 2).

Figura 2 - Esquema representativo dos diferentes métodos de imobilizagao enzimética, onde
e=enzima e P=proteina inerte.
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Fonte: Sassolas et al., (2012, p. 491).

Nos processos mais simples como adsor¢éo e confinamento, ocorrem poucas
perturbacdes sobre o suporte e a estrutura da enzima, havendo apenas ligacoes
fisicas da enzima com a matriz inerte. Nos processos que envolvem reagfes quimicas
como as ligacdes covalentes ou reticulagdes, as alteragbes sdo mais drasticas,
podendo levar a uma perda da atividade enzimatica quando a ligacdo da enzima na
matriz ocorre através do sitio ativo, mas geralmente, conferem ao biossensor melhor
estabilidade operacional. Todos os métodos apresentam vantagens e desvantagens,
a escolha da técnica mais apropriada depende da natureza da enzima, do transdutor
e do modo de deteccdo associado. (TEMOCIN; YIGITOGLU, 2009; YESILOGLU,
2005)
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Para a escolha do suporte de imobilizacdo nos biossensores amperométricos
enzimaticos devem ser observadas algumas propriedades, como: resisténcia, grau de
porosidade, grupos funcionais passiveis de modificacdo, estabilidade mecanica,
custo-beneficio, entre outros. (YOO; LEE, 2010) A escolha correta do transdutor, que
favorece a imobilizacdo das enzimas orientadas sobre a sua superficie para a
exposicao do sitio ativo para a solucao de analise, permite a obtencédo de um sensor
com elevada sensibilidade. (SASSOLAS; BLUM; LECA-BOUVIER, 2012)

Entre os suportes para a imobilizacdo das enzimas ou transdutores destacam-
se os polimeros condutores. Estes integram o0s sinais quimicos produzidos pelos
elementos de deteccdo com a solucéo de interesse e transmitem o mesmo nha forma
de sinal elétrico. (GUIMARD; GOMEZ; SCHMIDT, 2007) Os polimeros condutores
apresentam maior utilizacdo em sensores amperométricos, e sdo capazes de
transmitir os elétrons produzidos pela reacao redox do substrato com a enzima a um
potencial constante até o eletrodo final devido a capacidade de conducédo de sua

cadeia polimérica com ligagBes duplas conjugadas.

3.3. Polimeros Intrinsecamente Condutores (PIC’s)

O interesse pelos polimeros intrinsecamente condutores (PIC) surgiu em 1977,
guando Chiang et al. (1977) descobriram que ao tratar poliacetileno com acido ou base
de Lewis, a condutividade poderia aumentar em até onze ordens de grandeza, devido
aremocao ou insercdo de elétrons na cadeia, dopando o polimero. (MAIA et al., 2000)
Desde entdo estes materiais tem atraido o interesse de inUmeros grupos de pesquisa,
devido a apresentarem o comportamento elétrico, 6ptico e magnético semelhante ao
dos semicondutores inorganicos mas pertencer a classe dos polimeros. Nos ultimos
anos ocorreu um impulso nas utilizacfes e aplicacdes tecnoldgicas destes materiais,
empregando-os na construcdo de baterias recarregaveis, sensores quimicos e
térmicos, biossensores e ainda em protecdo contra corrosdo e recobrimento de
materiais. (MATTOSO, 1996)

As cadeias dos PIC’s contém anéis aromaticos ou cadeias lineares contendo
duplas ligacées C=C conjugadas, compostas por uma ligacao sigma (o), ligacao forte,

e uma ligacao pi (1), menos localizada e fraca. Essa ligacdo dupla é perturbada pela
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remocao (oxidacédo) ou adicdo (reducdo) de elétrons o que permite a formacéo de
ions. A oxidacdo/reducéo da cadeia polimérica ocorre por agentes de transferéncia de
carga (dopantes) os quais convertem o polimero de isolante em condutor. (FAEZ et
al., 2000; FRANCA; DALL'ANTONIA, 2007; LANGE; ROZNYATOVSKAYA; MIRSKY,
2008) Na Tabela 2 podem ser visualizadas as estruturas quimicas neutras dos

principais polimeros condutores e seus valores de condutividade elétrica.

Tabela 2 - Estrutura quimica dos principais polimeros condutores.

Poliacetileno \E/\//\/\//\%/ 10% a 10¢
n
Polianilina %@*N% %N‘<C:>>*'\'H4<C:>>*NH5L 10 a 103
— n

Polipirrol \[NH\JNH Al | NH 600

- —n

n

)

Fonte: Adaptado de Faez et al, (2000, p. 2).

As reacOes de oxidacdo ou reducdo da cadeia polimérica tém como
consequéncia a formacgéo de cargas positivas ou negativas deslocalizadas, as quais
sdo neutralizadas pela incorporacdo de anions ou cations chamados de dopantes.
Estes ndo fazem parte da estrutura, e sdo inseridos entre as cadeias poliméricas

durante a sintese, podendo ser removidos através da aplicacdo de um potencial
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elétrico, tornando a dopagem um processo reversivel. Os agentes de transferéncia de
carga, ou dopantes, sdo adicionados nos polimeros em concentracdes de até 50% da
massa total do composto, e pelo grau de dopagem os valores de condutividade do
polimero podem variar de isolante até condutor. (DAVOGLIO, 2009; FAEZ et al., 2000;
MATTOSO, 1996)

Essa classe de polimeros pode ser sintetizada por dois diferentes métodos:
quimico e eletroquimico. A que mais se destaca € a sintese quimica, devido a
possibilidade de producédo de grandes quantidades de polimeros em p6 ou filmes
espessos, sendo favoravel para escala industrial, por possuir diversas rotas de
sintese, sendo muitas delas muito simples para producdo de uma variedade de PIC’s.
Jé a sintese eletroquimica produz filmes finos os quais sdo muito dificeis de serem
retirados da superficie de eletrodos de natureza variada. As propriedades elétricas e
fisico-quimicas do material eletrossintetizado sédo fortemente dependentes das
condicbes operacionais da sintese, como a natureza do meio eletrolitico,
concentracdo do mondmero, densidade de corrente, temperatura entre outras. (FAEZ
et al., 2000; GUIMARD; GOMEZ; SCHMIDT, 2007; MATTOSO, 1996)

As condicfes de polimerizacdo utilizadas ndo sé determinam a composi¢ao do
polimero, mas também influenciam sua estrutura a nivel molecular e microscépico.
Conforme a técnica utilizada € possivel a obtencdo de nanoestruturas de diferentes
tamanhos, distribuicdo e para diversas areas de aplicacdo. Uma area de aplicacéo
dos nanomaterias poliméricos que vem despertando interesse é a deteccdo de
espécies biologicas, devido ao elevado desempenho obtido pela maior area de
superficie exposta quando comparado a polimeros com estruturas de tamanhos
convencionais. (RAJESH; AHUJA; KUMAR, 2009; RAO; GECKELER, 2011)

As nanoestruturas de PIC’s podem apresentar uma estrutura porosa que
proporciona maiores interagdes do polimero com o meio, fazendo com que o tempo
de resposta seja significativamente mais r4pido. Como resultado, apresentam um
desempenho muito superior quando comparado a polimeros obtidos por sintese
convencional, principalmente em sensores quimicos, que exigem grande
sensibilidade e interagbes com o meio-ambiente. (HUANG et al., 2004; KUO; WEN,
2008; XIA; WEI; WAN, 2010)
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Com a descoberta desta classe de polimeros iniUmeros materiais puderam ser
desenvolvidos, principalmente com polianilina, que apresenta facil processabilidade e
baixo custo, mas produz produtos de degradacéo téxicos limitando suas aplicagdes;
politiofeno, que ¢é mais amigavel mas insolivel e infusiveis e polipirrol.
(GROENENDAAL et al., 2000)

3.3.1. Polipirrol

O polipirrol (PPi) est4 dentre os polimeros condutores mais conhecidos, sendo
tema de muitos estudos devido a sua elevada condutividade elétrica, boa estabilidade
ambiental obtida pelo baixo potencial de oxidacao, versatilidade de sintese, além de
ser o polimero mais frequentemente utilizado em aplicacdes industriais, pois
apresenta longa estabilidade de sua condutividade e a possibilidade de formar
homopolimeros ou compd@sitos com Gtimas propriedades mecanicas. (SAUNDERS;
FLEMING; MURRAY, 1995) O polipirrol podem ser obtido em solucao pelo uso de um
oxidante quimico na polimerizacdo quimica, ou por oxidacdo em um substrato

condutor na polimerizagéo eletroquimica. (NALWA, 1997)

O processo de dopagem do polipirrol ocorre simultaneamente com a oxidagéo
da cadeia, onde elétrons séo retirados durante a oxidacédo e ha a insercdo de contra
ions dopantes para balancear a carga. A dopagem € do tipo-p, onde a remocéo inicial
de um elétron da cadeia leva a formagdo do estado eletrbnico polaron e,
consequentemente, a distorcdo da cadeia da forma aromatica para a forma quinoide
gue se estende por quatro anéis pirrolicos. Com a perda de mais elétrons formam-se
os bipolarons com duas cargas positivas localizadas na mesma regiao inicialmente
distorcida. Ocorre entdo uma maior relaxacdo da rede cuja distorcdo encontra-se
altamente localizada sobre quatro anéis pirrélicos. A forma oxidada € condutora,
enguanto que a forma reduzida é isolante para o polipirrol. (BREDAS; STREET, 1985;
DE OLIVEIRA; DOS SANTOS, 2000; FAEZ et al., 2000; MUNSTEDT et al., 1987)

O PPi pode ser preparado através de sintese quimica ou eletroquimica. A
polimerizacdo quimica € um processo simples e rapido, produzindo grandes
guantidades de p6 de PPi através da polimerizacdo oxidativa do mondmero por

agentes oxidantes quimicos em solventes aquosos ou hdo aquosos. O cloreto férrico
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(FeCls) destaca-se como agente oxidante e a &agua como solvente para a
polimerizacdo quimica e producdo de um polimero com desejavel condutividade.
(ANSARI, 2006) Na Figura 3 pode ser visualizada a reacdo estequiométrica global

resultante da polimerizacdo quimica do PPi com o oxidante FeCls.

Figura 3 - Polimerizacédo quimica do PPi com FeClz como agente oxidante.

H

:N:

+2 FeCl, +2nH
033033 cr| 233N FeCh+2nHA

Fonte: Adaptado de Ansari (2006, p. 187).

Nalwa (1997) e Machida; Miyata e Techagumpuch (1989) afirmam que o PPi
ao ser sintetizado a baixas temperaturas, entre 0 e 4°C, apresenta valores de
condutividade elétrica, quando em solucdo aquosa, superiores as realizadas a
temperatura ambiente. Ao ser sintetizado com sais oxidantes como FeCls o polimero
ja é obtido no estado oxidado e dopado, pois o Fe(lll) atua como oxidante, e o contra
ion CI" é incorporado a matriz polimérica como dopante, mantendo a
eletroneutralidade da matriz do polimero. (ANSARI, 2006)

A melhor razdo molar entre o Fe(ll) e mondébmero de pirrol é de
aproximadamente 2,33. Concentracfes altas de sal de ferro resultam em queda nos
valores de condutividade. O mesmo ocorre com 0 aumento do tempo de reacéo,
tempos de reacdo muito extensos prejudicam a condutividade do polimero. (NALWA,
1997)

A sintese eletroquimica do PPi ocorre através da perda de ions de hidrogénio
do anel que se combinam formando dimeros, e sofrem re-oxidacdo ocorrendo a
propagacédo da cadeia pela combinacdo de radicais até ndo haver mais monémeros
disponiveis. Uma polimerizacdo eletroquimica tipica é realizada com a adicdo de
dopante/eletrélito como o perclorato de litio (LICIO4) em acetronitrila, a qual produz
filmes de boa qualidade. O contra ion utilizado € responsavel pela condutividade,
solubilidade, morfologia e propriedades mecanicas do polipirrol formado. (MEDEIROS
et al., 2012; SAVILLE, 2005)
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Atualmente as pesquisas com o polipirrol estdo voltadas para a obtencao de
nanoestruturas na forma de nanofibras, (AL-MASHAT et al., 2008; FENG; YAN;
ZHANG, 2009) nanoparticulas, (YANG; LIU, 2010) nanofios, nanoredes, (LI; BAI; SHI,
2009) as quais proporcionam um aumento na area superficial e uma boa
condutividade elétrica devido ao rapido transporte ibnico dentro da matriz, além de
serem favoraveis para a imobilizacdo de componentes biologicamente ativos.
(BISWAS; DRZAL, 2010)

A formacéo de nanoestruturas pode ser influenciada pela incorporacdo de um
componente secundario, formando um nanocompdsito. Esta incorporacdo torna-se
interessante quando as propriedades dos PIC’s sao ampliadas, ocorrendo um

incremento nas propriedades quimicas, fisicas e bioldgicas. (LU et al., 2011)

A utilizacao de polimeros convencionais sollveis em agua como o poli(éxido
de etileno) (PEO), polietilenoglicol (PEG) e o poli(alcool vinilico) (PVA) na sintese de
polimeros condutores, facilita a estabilizacdo e a formacéo de uma dispersao durante
0 processo de polimerizacdo. (CUTLER; BOUGUETTAYA; REYNOLDS, 2002; LlI;
JING, 2009; PERCEC et al., 2012) Estes polimeros produzem um meio de reacdo de
alta viscosidade, o que dificulta a transferéncia de massa entre as espécies
influenciando no tempo de reacéo, na morfologia e no tamanho das nanoestruturas.
(LI; JING, 2009)

Por outro lado, ao adicionar polimeros convencionais como os citados ao meio
de sintese de polimeros condutores, os quais sdo isolantes, pode diminuir a
eletroatividade, mas facilitar a aplicagdo sobre a superficie de sensores através da

formacéo de filme permitindo a atuagédo como transdutores.

Percec et al. (2012) estudaram a obtencao de PPi na forma de nanoestruturas
pelo processo de polimerizacdo em agua com polimeros soltveis, como o PVA, PEO,
polivinilpirrolidona, hidroxipropil metilcelulose, entre outros. Relataram que ao
sintetizar PPi em PVA usando como oxidante FeCls, ocorreu a formagéo da disperséo
mais estavel e a presenca de nanoparticulas de menor tamanho quando comparado
a sintese do PPi com os demais polimeros solUveis pesquisados. Os autores ainda
observaram um aumento na taxa de reacdo com o aumento do peso molecular e
concentracdo de PVA, e que o tamanho das particulas de PPi produzidas sdo

inversamente proporcionais a velocidade de polimerizacao.
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Sensores para deteccdo de metanol foram produzidos com PPi-PEO por Lin;
Yang e Hwang (1999). Estes sensores apesar de apresentarem uma resposta mais
lenta para altas concentragcoes de metanol, mostraram uma sensibilidade maior que
0S mesmos sensores produzidos apenas com PPi, além de proporcionarem uma

melhora na estabilidade do sensor em condi¢cdes ambientes.

Hwang (1999) produziu sensores para detec¢éo de etanol na forma de gas por
sintese eletroquimica de PPi-PEO. Este relatou que a incorporacdo de PEO ao
polimero condutor aumenta a constante de equilibrio de adsorcdo e altera a
resisténcia da camada sensora, proporcionando um aumento na sensibilidade destes

Sensores.

3.3.2. Poli(3,4-etilenodioxitiofeno)

Para superar a insolubilidade do politiofeno, polianilina e polipirrol, a Bayer®,
motivada pela busca de um polimero condutor facilmente oxidavel, solivel e estavel,
produziu o poli(3,4-etilenodioxitiofeno) (PEDOT). O derivado do politiofeno foi
preparado usando o método padrdo de oxidacdo quimica ou polimerizacédo
eletroquimica e apresenta uma condutividade perto de 300 S/cm e grande estabilidade
no estado oxidado mas continua apresentando o mesmo inconveniente, € insolavel e
nao pode ser reprocessado. (GROENENDAAL et al., 2000)

O polimero condutor produzido atraiu um interesse consideravel por apresentar
um baixo potencial de oxidacao, alta condutividade elétrica, boa transparéncia Optica
e excepcional estabilidade ambiental, permitindo sua aplicacdo em atuadores
mecanicos, optoeletronica, detec¢do bioquimica e quimica, liberacdo de farmacos,
aparelhos de estimulag&o neurologica. Assim, conforme a utilizacdo do PEDOT deve-
se determinar o tipo de sintese e 0 agente oxidante utilizado, os quais sé&o
responsaveis por afetar caracteristicas do material, como morfologia, cristalinidade,
condutividade e propriedades mecanicas, especialmente quando busca-se aplicacdes
biomédicas. (FABREGAT et al., 2014; LYUTOV et al., 2016)

O monbmero 3,4-etilenodioxitiofeno (EDOT) é constituido por um anel de
tiofeno com suas posicbes [, correspondentes aos carbonos 3 e 4 do anel

heterociclico, bloqueadas para outras adi¢cdes ou acoplamentos por um dioxietileno, o
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gue origina um esqueleto polimérico regular que permite polimerizacdes apenas na
posicao a, ou correspondentes aos carbonos 2 e 5. (CASSEMIRO, 2013; TRAN-VAN
et al., 2001) A estrutura do mon6mero EDOT e o processo de polimerizacdo e

formacdo do PEDOT podem ser contemplados na Figura 4.

Figura 4 - Polimerizacdo do PEDOT a partir do mondmero EDOT.
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Fonte: Adaptado de Fabretto et al., (2009, p. 7873).

A sintese do PEDOT e seus derivados pode ser realizada de trés diferentes
formas: polimerizacdo por oxidacdo quimica do monémero EDOT, polimerizacéo
eletroquimica do monémero EDOT e pelo acoplamento de derivados de EDOT
mediados por metais de transicdo. A polimerizagdo quimica pode ser realizada pela
utilizacéo de inumeros métodos e oxidantes, destacando-se como agente oxidante o
FeCls ou ferro Il p-toluenosulfonato (Fe(OTs)s). Como produto da reacao resulta um
composto negro, insoluvel que dificiimente pode ser caracterizado e aplicado.
(FABRETTO et al., 2009; GROENENDAAL et al., 2000; OH; IM, 2002)

Para resolver o problema da solubilidade, o PEDOT passou a ser sintetizado
na presenca de poli(estireno sulfonato) (PSS), um polianion solivel em solucdes
aguosas, que funciona como dopante pela incorporacdo de polications nas cadeias
do PEDOT, compensando a diferenca de carga. A producédo do PEDOT:PSS permite
a formacédo de uma dispersao coloidal que facilita a deposicdo de filmes finos,
podendo ser utilizados como eletrodos de diodos emissores de luz (LEDs), em
sensores, em energia fotovoltaica, entre outros, porém devido a esta solubilidade em
agua, sao altamente higroscopicos, tornando-se instaveis o que reduz a
condutividade. (AUGUSTO, 2012; NARDES et al., 2008)
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Em contrapartida a polimerizacdo do PEDOT pode ser realizada pelo método
eletroquimico, o qual requer pequenas quantidade de mondémero, tempos de
polimerizagcdo curtos, permite o controle da espessura do filme e a garantia de
formacao de filmes homogéneos, condutores, de boa qualidade e reprodutiveis em
todos os eletrodos. (BELAIDI et al., 2015; GROENENDAAL et al., 2000)

Na sua grande maioria, os filmes de PEDOT sao produzidos com a utilizacéo
de solventes orgéanicos, pois 0 EDOT é pouco soluvel em agua. Desta forma, os filmes
podem ter suas propriedades afetadas durante a sintese eletroquimica com a
alteracéo do solvente utilizado, do material do eletrodo e da metodologia de sintese.
(RIBEIRO, 2015)

Biossensores para deteccao de glicose foram desenvolvidos por Nien; Tung e
Ho (2006) Estes foram construidos utilizando PEDOT como matriz para imobilizacédo
da enzima catalisadora da glicose, a qual foi simultaneamente aprisionada durante a
eletropolimerizacdo sobre eletrodos de platina. Como solucdo de andlise para
deteccdo de glicose Nien; Tung e Ho utilizaram tampéao fosfato salino (PBS) com
glicose e ferroceno como mediador. O biossensor desenvolvido apresentou intervalo

linear de deteccéo de 0,1 a 10 mM de glicose e um tempo de resposta de 4 a 10 s.

Nien; Tung e Ho (2006) ainda relataram que Fabiano et al. (2002) utilizaram
pela primeira vez PEDOT como uma matriz para imobilizagdo de enzima catalisadora
da glicose. O biossensor produzido apresentou um tempo de respostade 2 a5 s e
uma resposta linear de 0,2 a 8 mM de glicose, porém, apresentou uma perda de
estabilidade do sinal elétrico de 40% em 30 dias. O sensor foi construido com
PEDOT:PSS como matriz para imobilizagdo enzimatica, e esta ocorreu durante a

polimerizagao.

A producdo de biossensores com PEDOT por métodos eletroquimicos
desenvolveu imenso interesse devido a alta sensibilidade, excelente seletividade,
resposta rapida e boa confiabilidade. Por outro lado, a necessidade de uso de um
dopante como o PSS para facilitar o processo de imobilizacédo e a baixa estabilidade
destes biossensores, reduzindo seu tempo de prateleira, levaram os pesquisadores a
utilizacéo de diferentes técnicas, materiais e inclusive o desenvolvimento de sensores
ndo enzimaticos para a producdo de promissores sensores para a deteccdo de
glicose. (HUI et al., 2015)
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A fim de melhorar o desempenho dos biossensores e a eficiéncia de
imobilizacdo enzimatica, as plataformas de deteccdo passaram a ser produzidas com
nanofios de polimeros, nanotubos de carbono, 6xido de grafeno e nanoparticulas
metalicas. O 6xido de grafeno apresenta alta hidrofilicidade e grande area superficial
aumentando a transferéncia de elétrons. (CHOE; AHMED; JEON, 2016) As
nanoparticulas metalicas permitem aumentar a transferéncia de elétrons entre o
centro redox das enzimas e a superficie do eletrodo, entre estas as que mais se
destacam sdo as nanoparticulas de ouro devido a suas altas atividades cataliticas,
condutividade e estabilidade. (PHONGPHUT et al., 2013; SABURY; KAZEMI,
SHARIF, 2015; SASSOLAS; BLUM; LECA-BOUVIER, 2012) Porém ao adicionar estes

materiais ocorre um aumento consideravel no custo dos biossensores.

Fomentando a ideia de melhoria de desempenho dos biossensores existem
algumas alternativas que podem ser buscadas além da incorporacdo de
nanoparticulas metélicas e grafeno, uma destas seria a realizacdo de um tratamento
da superficie do polimero condutor aplicado sobre o eletrodo de trabalho. Um
tratamento superficial que pode trazer beneficios para o desenvolvimento de um

biossensor é o tratamento corona.

O tratamento corona é um processo onde aplica-se uma elevada tenséo elétrica
rompendo o dielétrico e ionizando o ar até a superficie a ser tratada. A descarga
elétrica geralmente desenvolve um arco azulado quando realizada a pressao
atmosférica. O campo elétrico criado acelera os elétrons que colidem e atacam
continuamente a superficie arrancando elétrons e deixando as moléculas excitadas,
as quais se decompdem espontaneamente em radicais, ions e fotons, produzindo
atomos quimicamente ativos. (CARRADO et al., 2011; ZHANG; SUN; WADSWORTH,
1998)

A descarga corona € produzida entre dois eletrodos metalicos, por exemplo,
uma ponta e um plano, sendo o polimero, o qual sofre o tratamento, inserido sobre o
eletrodo plano. As propriedades superficiais dos filmes tratados sé&o influenciadas pela
tensdo aplicada na descarga, a distancia entre a ponta e o filme, o tempo de
tratamento, a atmosfera utilizada, a umidade relativa e a temperatura. (SELLIN, 2002)
Na Figura 5 pode ser contemplado o arco formado pelo tratamento corona sendo

aplicado sobre eletrodo de carbono vitreo recoberto com PEDOT.
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Figura 5 - Imagem ilustrando o tratamento corona sendo aplicado sobre eletrodo de carbono
vitreo recoberto com PEDOT.

Fonte: Foto de experimento realizado pela autora.

A descarga corona na presenca de ar atmosférico € composta de ions
carregados positivamente, elétrons e espécies excitadas de oxigénio e nitrogénio. As
energias das particulas séo suficientes para quebrar ligacdes C - C e C - H e gerar
radicais livres na superficie do polimero, os quais podem reagir com atomos de

oxigénio e formar grupos polares na superficie. (FARLEY; MEKA, 1994)

Este tratamento implica em modificacdes morfologicas e quimicas importantes
como alteracbes na aparéncia externa e a formacédo de grupos funcionais. Como
resultado do tratamento, a superficie sofre um aumento na tenséo superficial devido
a introducao de grupo polares pela oxidacdo do material, um aumento do niumero de
poros e consequentemente da rugosidade da superficie e uma melhora na
molhabilidade, fatores que podem favorecer a imobilizagdo enzimatica e permitir o
transporte de elétrons. (CARRADO et al., 2011; SELLIN, 2002)

Outra alternativa muito mais simples para otimizar os biossensores produzidos
com PEDOT seria a utilizagdo de algum de seus derivados que apresentam
caracteristicas especiais devido a funcionalizagdo do anel de dioxano com
substituintes capazes de interagir com outras moléculas. Um destes derivados € o
poli(hidroximetil-3,4-etilenodioxitiofeno) (PEDOT-OH).
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Poli(hidroximetil-3,4-etilenodioxitiofeno) apresenta um pequeno e flexivel
substituinte polar, um grupo funcional —OH, ligado no anel dioxano que proporciona
solubilidade ao polimero em solventes aquosos além de permitir a interacdo com
outras moléculas através de pontes de hidrogénio. Sua sintese eletroquimica ocorre
a um potencial de oxidacdo menor quando comparado ao monémero do PEDOT, além
de ser possivel utilizar agua como meio de sintese, mais viavel do ponto de vista
ecoldgico e econdmico. (HSIAO et al., 2010; LU et al., 2012) A sintese eletroquimica
do PEDOT-OH pode ser visualizada na Figura 6, onde o meio de sintese € uma

solucéo aquosa de LiClOa.

Figura 6 - Sintese eletroquimica do mondmero EDOT-OH em solucéo aquosa de LiClO4
produzindo PEDOT-OH.
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Fonte: Adaptado de Wen et al. (2012 p. 462).

O filme obtido pela sintese eletroquimica do monémero hidroximetil-3,4-
etilenodioxitiofeno (EDOT-OH) mantém inalteradas as caracteristicas eletrénicas do
PEDOT, definidas pelo sistema p-conjugado, e a seletividade em analises sensoras.
Ainda apresenta melhor condutividade (~700 S/cm), melhores propriedades
eletroquimicas, electro-opticas, melhor biocompatibilidade, podendo ser aplicados em
sondas neurais, dispositivos fotovoltaicos e biossensores, que seu procedente.
(FABREGAT et al., 2014; WEN et al., 2012)
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Definidos os polimeros condutores utilizados como transdutores nos sensores,
seus meios de sintese e tratamento para melhoria de desempenho, necessita-se
conhecer os elementos participantes da camada sensora, responsaveis pela catalise
do analito de interesse na amostra a ser analisada. A camada sensora na maioria dos

casos é composta por enzimas.

3.4. Enzimas

As enzimas sdo proteinas de elevado peso molecular, especializadas na
catalise de reacdes bioldgicas, com extraordindria especificidade e poder catalitico.
Possuem uma estrutura tridimensional complexa de uma ou varias cadeias
polipeptidicas, ou ainda, de residuos de carboidratos. Elas catalisam certa espécie de
reacao quimica com um unico reagente ou um namero de reagentes estruturalmente
similares. As reacdes catalisadas por enzimas podem ser usadas para a determinacéo
de substratos, ativadores, inibidores e, também, da propria enzima. (NELSON; COX,
2006)

As enzimas convertem uma substancia, substrato, em outra, produto,
realizando a catalise de um so tipo de reacdo quimica. A velocidade da reacdo é
aumentada devido ao abaixamento da energia de ativacdo (Ea) necesséria para
converter o substrato em produto ndo alterando o equilibrio quimico da reacéao.
(CHAMPE; HARVEY; FERRIER, 2006) Embora a enzima participe da sequéncia da
reacao, ela ndo sofre nenhuma transformacao com o decorrer desta, ou seja, a enzima
catalisa o substrato, volta ao seu estado original e esta pronta para converter outra

molécula de substrato em produto.

A velocidade inicial de uma reacdo enzimatica é diretamente proporcional ao
namero de sitios ativos (estrutura presente na enzima que se liga ao substrato),
quando a concentragdo de substrato ndo esta em niveis de saturacdo. (CHAMPE;
HARVEY; FERRIER, 2006) A acdo enzimatica pode ser afetada por alguns fatores,
0S quais atuam no mecanismo cinético das reacdes aumentando ou diminuindo a
velocidade reacional pela modificacdo na estrutura dos sitios ativos alterando a

atividade catalitica. Entre estes destacam-se:
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- Temperatura: as enzimas possuem temperaturas oOtimas, nas quais
apresentam um maximo de atividade. Em temperaturas baixas as enzimas encontram-
se muito rigidas e em temperaturas altas (maior que 50°C) a atividade cai

bruscamente devido a desnaturacdo da enzima;

- pH: cada enzima apresenta um pH 6timo de maxima atividade. Sua variacao
pode alterar os aminoacidos com grupos ionizados ou ndo-ionizados do sitio ativo

enzimatico, provocando conformacdes da enzima ou desnaturagdo da mesma;

- Cofatores: componentes ndo proteicos que se associam a enzima para sua
ativacdo. Os cofatores podem ser ions metalicos como o Fe?*, Mg?*, Zn?* ou

moléculas organicas derivadas de vitaminas;

- Inibidores: sdo moléculas que podem inibir a acdo catalitica de uma enzima
pela ocupacao temporaria do centro ativo, através de uma semelhanca estrutural com
0 substrato original, caracterizando os inibidores competitivos, ou pela alteracdo da
conformacao espacial da enzima pela ligacao do inibidor em sitio ativo diferente ao do
substrato, impedindo a ocorréncia da reacao, caracterizando o inibidor néo
competitivo. (NELSON; COX, 2006)

Muitas enzimas sdo produzidas a partir de fungos, entre estas podemos
destacar a glicose oxidase (GOx), enzima responsavel pela oxidacdo da glicose em
acido gluconico, utilizando oxigénio molecular como aceptor de elétrons e produzindo
simultaneamente peréxido de hidrogénio. Esta enzima apresenta inUmeras aplicacoes
comerciais como a remocao de oxigénio de sucos de frutas e bebidas em latas, em
maionese industrial para evitar sua deterioracdo, até a deteccdo e estimativa de
glicose em solugdes industriais ou em fluidos corporais como sangue e urina.
(BANKAR et al., 2009)

3.4.1. Glicose Oxidase

A glucose oxidase (GOx) é uma enzima obtida de fungos como o Penicillium
notatum, Penicillium glaucum, Penicillium amagasakiense e Penicillium
purpurogenum, mas a sua principal obtencdo é do fungo Aspergillus niger.
(HATZINIKOLAOU; MACRIS, 1995) Estruturalmente € composta de uma glicoproteina
dimérica constituida por duas cadeias de polipeptidios ligadas covalentemente por
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pontes de sulfeto. Seu peso molecular varia de 130 a 175 KDa. (HELLMUTH et al.,
1995) Na Figura 7 pode ser visualizada a estrutura da GOXx, que para funcionar como
catalisador da glicose apresenta um cofactor, o dinucleotido de flavina-adenina (FAD)
representado pelas estruturas de coloracao rosa, responsaveis pelas reacdes redox

na enzima.

Figura 7 - Estrutura da enzima GOx, destacando em cor de rosa o cofator FAD e em verde
residuos de carboidratos.

Fonte: The Scripps Research Institute (GOODSELL, 2006).

A GOx é uma enzima da classe das oxirredutases que catalisam reacdes por
trocas de cargas ou de oxirreducéo utilizando o oxigénio molecular como aceptor de
elétrons e gerando como subproduto peréxido de hidrogénio. E uma flavoproteina que
catalisa a oxidacdo da B-D-glicose pela redugéo do cofator FAD para FADH2 em D-
glucono-6-lactona, que espontaneamente, sem a a¢do enzimatica, se hidrolisa em
acido glucénico. O cofator FADH2 é regenerado por meio da reacdo com oxigénio a
FAD e produz peréxido de hidrogénio como pode ser observado na Figura 8.
(BANKAR et al., 2009)

A reacdes podem ser escritas da seguinte forma:

B-D-glicose + GOx — FAD — D-glucono-d-lactona + GOx — FADH2
D-glucono-d-lactona MO  acido glucénico

GOx—-FADH2 + O2 — GOx—FAD + H202

HO, —» 2H*"+02+2¢"
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O H20: é oxidado liberando dois elétrons. O fluxo de elétrons é proporcional ao

namero de moléculas de glicose presentes na amostra. (YOO; LEE, 2010)

Figura 8 - Oxidacado da molécula de glicose pela acdo da enzima glicose oxidase.
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Fonte: Bankar et al., (2009, p. 490)

A GOx é uma enzima altamente especifica para a B-D-glicose, desta forma a
atividade enzimatica é dependente da manutencédo de sua conformacéo adequada.
Para isto sdo necessarios alguns cuidados: o pH 6timo da GOx é 5,5, mas possui um
intervalo de pH entre 4 e 7 que mantém sua atividade; temperatura ambiente € ideal
para nao ocorrer a sua desnaturacao e, deve-se evitar a presenca de alguns inibidores
do sitio ativo, como Ag*, Hg?*, Cu?*, bissulfato de sédio, hidroxilamina, entre outros.
(YOO; LEE, 2010)

Esta enzima representa grande interesse e importancia para as industrias
alimenticias, farmacéuticas e em pesquisas cientificas. Ainda € utilizada em analises
clinicas como principal reagente para a determinacao dos niveis de glicose sanguinea
devido ao custo relativamente baixo e a boa estabilidade. Conhecidos e determinados
0s componentes dos biossensores de glicose pode-se explorar o funcionamento e
particularidades.
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3.5. Biossensores Amperomeétricos de Glicose

O primeiro sensor amperométrico de glicose foi desenvolvido em 1973, onde
foi oxidado o peroxido de hidrogénio produzido pela reacéo da glicose com a enzima.
A enzima GOx foi considerada como a ideal para a oxidacao da glicose devido a alta
seletividade, sensibilidade e estabilidade. Com o desenvolvimento das pesquisas foi
possivel obter sensores que detectam a glicose de diferentes formas, dependendo do
transdutor empregado, e assim foram classificados de acordo com 0 processo de
transferéncia de cargas em biossensores amperométricos de primeira, segunda e
terceira geragcdo. (TOGHILL; COMPTON, 2010) Na Figura 9 esta apresentado um
esquema dos biossensores de primeira, segunda e terceira geracao.

Figura 9 - Mecanismos de resposta de diferentes geracdes de biossensores enzimaticos
amperomeétricos, (A) biossensores de primeira geracéo, (B) biossensores de segunda geracao
e (C) biossensor de terceira geragao.
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Fonte: Adaptado de Das et al., (2016, p. 387).

Os biossensores de glicose de primeira geracao estdo baseados na utilizacao
de um co-substrato, o oxigénio natural, para a deteccéo de perdxido de hidrogénio. A
reacdo biocatalitica envolve a reducao do cofator FAD da enzima, pela reagdo com a
glicose, a FADH2, seguida pela reoxidagdo do FADH2 com oxigénio molecular para
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regenerar a forma oxidada da enzima GOx e produzir peroxido de hidrogénio.
(TOGHILL; COMPTON, 2010; WANG, 2008; YOO; LEE, 2010)

As medicbes de perdxido de hidrogénio tém a vantagem de ser bem mais
simples pois além de ser um produto da oxidacdo da GOx com a glicose, ele se oxida
em um potencial especifico liberando dois elétrons. O problema desta medicao
amperométrica é que o potencial de operacdo da reacao de oxirreduc¢do do H20:2 é
elevado, como por exemplo para o eletrodo de platina vs Ag/AgCl o potencial anddico
é de 0,6V, potencial onde ocorre a oxidacao de outros compostos presentes no
sangue, como o acido urico e o acido ascorbico, tornando necessario uma elevada
seletividade do biossensor. Além disso depende de niveis estaveis de oxigénio livre
como catalisador da reagdo enzimatica. (TOGHILL; COMPTON, 2010; WANG, 2008)

Xian et al. (2006) desenvolveram biossensores com compoésitos de
nanoparticulas de ouro (AuNPs), nanofibras de PAni (PAni), Nafion e GOx, sensiveis
e seletivos a deteccédo de glicose pela oxidacdo eletroquimica de H202. Para definicdo
do potencial utilizado para a deteccdo da glicose através da oxidacao eletroquimica
do H202, foram realizados experimentos com biossensores modificados, sem a
presenca da GOx imobilizada, em solugbes de 8x10“* mol/L de H202 (Figura 10 (A)).
A corrente anddica aplicada para cada potencial elétrico estudado apresentou um
aumento consideravel no biossensor com AuNPs/PAni/Nafion a partir do potencial de
0,4 V. Os autores escolheram o potencial de 0,6 V como garantia da oxidacao
eletroquimica do H202. O biossensor obteve uma curva de calibracéo linear ao longo
de intervalo de 1x10° a 8x10* mol/L, e a seletividade a agentes interferentes foi

atribuida a permeabilidade seletiva da membrana Nafion (Figura 10 (B)).
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Figura 10 — (A) Resposta eletroquimica em diferentes potenciais a adigdo de 8x10“ mol/L de
H202 em PBS 0,1 M pH 6,9 nos biossensores (a) AuNPs/PAni/Nafion, (b) nanofibras de PAni, (c)
filme convencional de PAni e (d) eletrodo GCE. (B) Resposta amperométrica do biossensor
AUNPs/PANi/GOx/Nafion a adi¢des subsequentes de 1x10“ M de L-cisteina(Cys); 1x10* M de
glutationa (GSH); 5x10* M &cido arico (UA), 5x10* M de &cido ascérbico (AA) e 15, 20 e 30 uM
de glicose em PBS 0,1 M a potencial de 600 mV vs SCE.
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Fonte: Adaptado de Xian et al. (2006).

Devido a esta dependéncia de oxigénio observada nos biossensores de glicose
de primeira geracdo foram desenvolvidos os biossensores de glicose de segunda
geracdo, onde sao utilizados mediadores redox que facilitam a transferéncia de
elétrons pois o mediador é reduzido quando a enzima reoxida da forma FADH2 para
FAD ao invés de produzir peroxido de hidrogénio. Em seguida o mediador é reoxidado
pelo potencial aplicado no eletrodo resultando em uma corrente elétrica quantificavel.
Estes mediadores podem ser ferricianetos, metais de transicdo, azul de metileno,
entre outros. A facilidade em utilizar mediadores € devida a possibilidade de utilizar
um potencial redox inferior, 0 que evita a oxidacéo de espécies interferentes, além de
apresentarem baixa toxicidade e elevada estabilidade. (TOGHILL; COMPTON, 2010;
YOO; LEE, 2010) Na Figura 11 pode ser visualizado um biossensor de glicose

comercial de segunda geracao indicando todas as partes de sua estrutura.
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Figura 11 - Visdo ampliada da estrutura de uma tira eletroquimica comercial para
monitoramento de glicose usada para o controle de diabetes, preenchida parcialmente no
adesivo com uma gota de sangue.

Camada plastica de protecdo

Contra-eletrodos e
eletrodo de referéncia

Adesivo

Eletrodo de trabalho
Substrato plastico

Enzima. mediador.

Fonte: Heller and Feldman, (2008, p. 2493).

Lawrence, Tan e Floresca (2014) desenvolveram biossensores
amperomeétricos para glicose a partir de eletrodos de carbono, obtidos por silk-screen,
recobertos com um disco hidrofilico de papel de celulose no qual foi aplicado o
mediador acido ferroceno monocarboxilico (Fc-COOH) e a enzima GOx. Para
determinar o potencial da resposta amperométrica para deteccdo de glicose,
primeiramente foram realizadas voltametrias ciclicas (Figura 12 (A)), onde foi possivel
observar que a oxidacéo da glicose é dependente da proximidade do mediador e da
GOx para permitir uma mediacao eficiente da reacdo enzimatica. Definido o intervalo
de potenciais onde ocorre a oxidagcado do ferroceno, foi possivel verificar através de
resposta cronoamperométrica (Figura 12 (B)) o potencial de 0,25 V vs Ag/AgCl, onde
o ferroceno apresentou maiores valores de corrente de oxidac&o para deteccao da
glicose com maior sensibilidade. Os biossensores detectaram glicose no intervalo de

concentracdo de 1 a 5 mM com um limite de deteccéo de 0,18 mM.
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Figura 12 - (A) Voltametria ciclica da GOx imobilizada no biossensor de disco de papel em (A)

PBS 0,1 M pH 7; (B) com Fc-COOH em PBS 0,1 M e (C) com Fc-COOH em PBS 0,1 M e glicose 5

mM em velocidade de varredura de 25 mV/s. (B) Efeito do potencial aplicado no biossensor de
disco de papel com mediador Fc-COOH a resposta amperométrica com 5 mM de glicose em

PBS 0,1 M.
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Fonte: Adaptado de Lawrence, Tan e Floresca, (2014, p. 538).

Os biossensores de terceira geragcdo foram desenvolvidos com o intuito de
eliminar o mediador, ndo depender de oxigénio livre e diminuir o potencial de operacao
do sensor a fim de ndo detectar interferentes. Para isso, 0 sensor passou a operar em
potenciais de oxidag&o-reducdo da enzima. Neste tipo de biossensor enzimatico os
elétrons sdo transferidos diretamente da reacdo de oxidacdo da enzima da forma
FADH2 para FAD pelo potencial aplicado no eletrodo. Para que ocorra essa
transferéncia é necessario garantir que a distancia entre estes seja a mais curta
possivel. Para diminuir essa distancia podem ser utilizados materiais condutores
organicos como complexos de transferéncia de carga. O sistema polipirrol/GOx é um
exemplo de biossensor de terceira geragdo pois a GOx fica imobilizada entre as
estruturas do polimero facilitando o transporte de elétrons. (WANG, 2008; YOO, LEE,
2010) Este sistema seria 0 mais perfeito pois seriam melhoradas a seletividade e
sensibilidade do biossensor, trabalhando apenas com o potencial de oxidacdo da

enzima imobilizada.

Hyun et al. (2015) desenvolveram biossensores sensiveis a glicose a partir da

imobilizacdo da GOx por adsorcdo em nanotubos de carbono (CNT). Os autores
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verificaram através de voltametria ciclica (Figura 13(A)) a atividade catalitica e a
deteccao de glicose através das reacdes eletroquimicas diretas da enzima GOx, pelo
aumento do pico da corrente de oxidagcao com o aumento da concentracao de glicose.
A relagao entre a corrente de oxidagédo e a concentracdo de glicose (Figura 13(B))
demonstra que com o0 aumento na concentracdo de glicose ocorre a reducdo do
cofator FAD para FADH2 aumentando sua concentracao, e durante as medidas do

voltamograma ocorre a reoxidagdo aumentando os valores de corrente.

Figura 13 — (A) Voltametria ciclica dos biossensores GOx/CNT em diferentes concentracdes de
glicose de 0,1 4 2 mM. (B) Relacéo entre o pico de corrente produzido pelos biossensores
GOX/CNT e concentracao de glicose. Os experimentos foram realizados em PBS1 M a
velocidade de varredura de 10 mV/s.
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Fonte: Adaptado de Hyun et al. (2015, p. 2204).

3.5.1. Polimeros Condutores em Biossensores de Glicose

Com a descoberta da compatibilidade de polimeros condutores com moléculas
usadas em biossensores na década de 1980 as pesquisas nesta area expandiram
enormemente. A partir deste momento foi verificado que os PIC’s podem ser
depositados em eletrodos para biossensores e podem se ligar com biomoléculas para
proporcionar um mecanismo de transducdo mais eficaz. O PPi foi um dos primeiros
PIC’s estudados devido a facilidade em suportar a adesao celular e o crescimento de
diferentes tipos de células. (GUIMARD; GOMEZ; SCHMIDT, 2007)
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A maioria das pesquisas realizadas com o uso de PPi em biossensores envolve
a sintese do polimero pelo método eletroquimico. Neste método a enzima ja pode ser
inserida junto no processo de polimerizacdo, ficando as biomoléculas aprisionadas
entre as estruturas do PPi. Este processo permite ainda a formacéo de nanoestruturas
0 que aumenta a area superficial do eletrodo de trabalho, melhorando a resposta do
biossensor. A espessura da pelicula de polimero e a quantidade de enzima
imobilizada podem ser ajustados de acordo com as condi¢gfes aplicadas no processo
de polimerizacéo.

Os primeiros biossensores amperométricos de PPi com GOx desenvolvidos
possuem a configuracdo de um biossensor de primeira geracao. Vidal et. al. (1998)
desenvolveram um biossensor de glicose pela eletropolimerizagdo do monémero de
pirrol com a enzima GOx diretamente sobre um eletrodo de trabalho de platina. A
deteccdo amperométrica da glicose foi realizada pela oxidacdo do perdxido de
hidrogénio formado na reacdo enzimatica caracterizando um biossensor de primeira
geracdo. Fortier; Brassard e Bélanger (1990) desenvolveram um biossensor de
glicose com as mesmas configuracdes adotadas por Vidal et. al., porem observaram
gue a resposta amperométrica avaliada pela oxidacdo do perdxido de hidrogénio
provoca a perda de eletroatividade do polimero condutor devido a liberagéo de anios

OH- que substituem os anions Cl- dopantes da cadeia.

Uma forma de melhorar essa perda de eletroatividade € a incorporagédo de
mediadores como ferrocianeto, ou particulas metalicas, como ouro e platina, no filme

polimérico.

Njagi e Andreescu (2007) relataram a sintese quimica de nanoparticulas de PPi
e ouro usando como agente oxidante acido cloroaurico e, ocorrendo a insercéo da
enzima GOx durante a formacdo das nanoestruturas na sintese. A insercao de
nanoparticulas de ouro produz uma elevada area superficial e melhora a capacidade
de transferéncia de elétrons da reacdo de oxirredugdo da GOx para o agente
transdutor do sensor. Neste estudo o PPi atua como um excelente agente transdutor
pois serve como matriz para a incorporagao das particulas de metal e como matriz
para imobilizacdo da enzima. O sensor obtido apresentou resultados favoraveis para
a deteccéo de pequenas quantidades glicose (2,1 x 10°® M) e apresentou um tempo

de resposta de 10s.
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Singh; Kathuroju e Jampana (2009) relataram a resposta de um biossensor de
glicose com poli-metil-pirrol através da reacdo redox da GOx com a transferéncia de
elétrons entre cofator FAD e o eletrodo. Através de voltamogramas ciclicos foi obtido
0 pico de oxidagdo e reducao da enzima em -0,43 e -0,48 V respectivamente. O
biossensor apresentou um alcance linear de detec¢édo de 0 a 40 mM de glicose e um
tempo de resposta de 3s. Este estudo fornece uma rota alternativa e mais rapida para
a deteccao eletroguimica de glicose, como sugerido pelos sensores de glicose de

terceira geragao.

A utilizacdo de nanofibras de PEDOT com nanoparticulas de paladio para o
desenvolvimento de biossensor de glicose foi relatada por Santhosh et al., (2009). O
biossensor foi desenvolvido com a eletropolimerizagéo das nanofibras de PEDOT na
superficie de um eletrodo de carbono vitreo e posteriormente foram incorporadas as
nanoparticulas de paladio e a enzima GOx por métodos eletroquimicos. O sensor
produzido apresentou excelente performance para a deteccéo de glicose em potencial
de 0,4 V; e foi capaz de detectar uma resposta linear de 0,5 a 30 mM de glicose com
uma sensibilidade de 1,6 mA/M.cm?.

Um biossensor de glicose produzido com PEDOT:PSS e grafeno foi
desenvolvido por Wisitsoraat et al. (2013). O PEDOT:PSS comercial foi utilizado como
eletrélito na exfoliacdo eletrolitica de varetas de grafite, produzindo uma estavel
dispersdo de grafeno em uma solucdo de polimero condutor, que foi utilizada como
transdutor eletroquimico e matriz para imobilizacdo enzimética no biossensor. Neste
prototipo a enzima foi imobilizada por reticulagdo com glutaraldeido e a insercdo do
grafeno permitiu que o sensor apresente um processo redox quase reversivel com
uma sensibilidade de 7,23 pyA/mM e um limite linear de deteccdo de 20 até 900 uM.
Porém o biossensor apresentou uma perda na atividade enziméatica de 30% em 30

dias.

A construcao de biossensores vem despertando interesse cada vez maior na
comunidade cientifica e nas industrias farmacéuticas. Com a vantagem da realizacao
de analises clinicas de forma simples, otimizada e, principalmente, pela obtencéo de
um resultado rapido e confiavel, os estudos desenvolvidos neste &mbito estdo cada

vez mais promissores.
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Porém os pesquisadores desta metodologia ainda apresentam dificuldades em
otimizar todas as etapas de producdo envolvidas no desenvolvimento destes
dispositivos. Os estudos sédo direcionados as técnicas de imobilizagdo de enzimas nos
polimeros condutores e aplicacdo destes em sensores laboratoriais, mas ndo na

aplicacdo destes nas tiras de teste rapido.

Desta forma, cabe aos pesquisadores buscarem técnicas de aplicacdo da
mistura polimero e enzima em sensores que possam de fato ser utilizados como uma
tira de teste rapido, visando a otimizacdo de uma metodologia de imobilizacdo de
enzimas em polimeros condutores que possa ser realizada em escala industrial e

aplicacdo em uma tira de facil construcéo e de baixo custo.

Portanto neste trabalho se objetivou o desenvolvimento de biossensores de
glicose por diferentes métodos buscando a otimizacdo de um processo que resulte
em um biossensor sensivel, que possa ser aplicado no mercado consumidor, de baixo

valor agregado e que seja uma tecnologia nacional.
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4. EXPERIMENTAL

4.1. Materiais

Para a sintese dos polimeros condutores foram utilizados mondémero pirrol
(Sigma, reagente grau analitico 98%) previamente destilado, 3,4-etilenodioxitiofeno
(Sigma, 97%), hidroximetil-3,4-etilenodioxitiofeno (Sigma, 95%), e como agente
oxidante cloreto férrico (Sigma, reagente grau analitico 97%). O meio de sintese
utilizado para o PEDOT foi solugao de acetonitrila (Sigma, anidro, 99,8%) e perclorato
de litio (Sigma, reagente ACS, 95%) armazenado em forno a 80 °C, utilizado também
no preparo da solucdo aquosa para sintese do PEDOT-OH. Para o Pi foi preparada
uma solucéo aguosa com poliéxido de etileno (PEO) (Sigma, Mw=600 x 102 g/mol). O
polipirrol obtido na sintese quimica foi purificado por dialise com membrana tubular
porosa (MWCO de 12.000-14.000 Da) da Fisherbrand.

A enzima imobilizada nos biossensores foi glicose oxidase tipo VII (Sigma, po
liofilizado, 149,8 U/mg). Para a imobilizacdo e ensaios de voltametria ciclica e
cronoamperometria foram preparadas solugdes tampéao fosfato salino (PBS) nas
concentracfes de 10 mM e 0,1M, utilizando os seguintes sais: cloreto de sddio (Vetec,
reagente ACS), cloreto de potassio (Neon, anidro), fosfato de so6dio monobasico

(Neon, anidro) e fosfato de sodio bibasico (Neon, anidro).

Nos ensaios de deteccéo de glicose e interferentes por cronoamperometria
foram utilizados glicose (Vetec, reagente P.A.), cloridrato de dopamina (Sigma,
reagente grau analitico), acido ascorbico (configuracéo L, cristalina) (Sigma, reagente

grau analitico) e acido urico (cristalino) (Sigma, reagente grau analitico).

4.2. Métodos

A descricao dos métodos de sintese dos polimeros condutores e de construgcao

dos sensores foi dividida conforme o polimero condutor utilizado. Algumas

Marcele Arais Hocevar



EXPERIMENTAL 59

caracterizacdes puderam ser realizadas apenas com alguns prototipos, as quais serao
apresentadas em conjunto com o desenvolvimento destes. As demais técnicas de

caracterizacao utilizadas para todos os dispositivos serdo apresentados a seguir.

4.2.1. Caracterizacdo dos Polimeros Condutores e Sensores

Os polimeros condutores e sensores foram caracterizados através de
espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), microscopia
eletronica de varredura (MEV) com espectroscopia de energia dispersiva de raios-X
(EDX), microscopia de forca atbmica (AFM).

4.2.1.1. Espectroscopia no Infravermelho (FTIR)

Utilizada para caracterizacdo estrutural dos sensores construidos com PPi e
PEDOT-OH, onde podem ser obtidas informacdes referentes ao estado de oxidagao
dos polimeros condutores, a interacdo entre o agente dopante e a cadeia polimérica
e a interacdo da GOx com a camada transdutora. As varreduras foram realizadas em
espectrofotometro FTIR Jasco 4100, com um acessorio de refletancia total atenuada
(Specac modelo MKIlI Golden Gate Heated Single Reflection Diamond ATR). O
espectro foi obtido apds 32 varreduras a uma resolucdo de 4 cm™ e intervalo entre

600-4000 cm! no modo transmitancia.

4.2.1.2. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) com Espectroscopia de

Energia Dispersiva de Raios-X (EDX)

As superficies dos filmes aplicados sobre o eletrodo de trabalho foram
analisadas em microscopio eletrénico de varredura Focussed lon Beam Zeiss Neon
40, equipado com sistema espectroscépico de energia dispersiva de raio-X (EDX),

operando a 5 kV.

4.2.1.3. Microscopia de Forga Atémica (AFM)

Imagens topograficas dos sensores foram realizadas com Molecular Imaging

PicoSPM no equipamento NanoScope IV com temperatura controlada. As medidas de
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AFM foram realizadas em varias partes dos sensores para garantir a reprodutibilidade
da amostra. A rugosidade (r) foi determinada pelo calculo da média de todos os
valores registrados da topografia da imagem, excluindo os valores de maximo e

minimo, pelo software Nanoscope.

Os sensores produzidos com PPi ndo puderam ser analisados por AFM devido
a elevada rugosidade superficial apresentada pela camada polimérica depositada
sobre o eletrodo de trabalho. As particulas depositadas ficaram aglomeradas umas as
outras depois de secas nao formando um filme regular, o que impedia a movimentacao

da agulha sobre o sensor.

4.2.2. Caracterizacdo Eletroquimica dos Sensores

Os ensaios eletroquimicos realizados com o intuito de obter informacdes
referentes a estabilidade, eletroatividade e potencial de deteccdo dos biossensores
foram realizados a temperatura ambiente em Potenciostato-Galvanostato Autolab
PGSTAT 302N, com utilizacdo do software NOVA 1.10 para os protétipos construidos
com PPI/PEO. As medidas foram realizadas utilizando 60 pL de eletrdlito, composto
por tampé&o fosfato salino (PBS) 0,1 M pH 7,4. A ciclagem na voltametria teve como
potencial inicial e final -0,7 V e potencial maximo de 0,5 V, pois Skotheim (1986), para
eletrodos de platina recobertos com PPi testados em acetonitrila com EtaNBFa4; Ferraz
et al. (2012), em compdsitos de PPi e celulose testados em solugdo 0,1 M de oxalato
com fosfato pH 7,4; e Zhang et al. (2010), em eletrodos de ouro recobertos com o
copolimero de PPi e poliacrilato de pirrol em solucdo de PBS, encontraram os valores
do par redox de suas amostras neste intervalo. A velocidade de varredura foi de 50

mV/s.

Ja para os sensores produzidos com PEDOT e PEDOT-OH os experimentos
foram realizados em Potenciostato-Galvanostato Autolab PGSTAT 302N (Ecochimie,
Holanda) equipado com mdédulo ECD para medir densidades de corrente muito baixas
(100 pA — 100 pA), e conectado a um computador controlado por software GPES.
Foram utilizados os mesmos potenciais e velocidade de varredura das voltametrias
ciclicas do PPI/PEO. Para o sensor de PEDOT-OH as medidas foram realizadas em

célula eletroquimica de acrilico com 100 pL de eletrdlito, PBS 0,1 M com pH 7,4. O
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eletrodo construido com PEDOT e tratado superficialmente foi ensaiado em uma
célula eletroquimica de acrilico com 100 pL de solucéo de PBS 10 mM e pH 7,4 com

contra eletrodo de carbono e eletrodo de referéncia de Ag/AgCl.

As medidas de cronoamperometria foram realizadas nos potenciais de
polarizacédo de -500, -600 e 100mV para o sensor PEDOT, PEDOT-OH e PPI/PEO

respectivamente.

A solucdo de glicose foi preparada em PBS na concentragdo condizente a
concentracdo do eletrdlito utilizado nas medidas de cada polimero, e foi deixada
mutarrotando durante 24 horas. As curvas foram obtidas com a adicdo de 4 yuL de uma
solucéo de glicose em PBS de concentracédo de 25 mM para o PEDOT e PEDOT-OH
e 15 mM para o PPi.

Acido urico, acido ascorbico e dopamina foram utilizados como agentes
interferentes para a deteccédo de glicose por cronoamperometria. As solucdes foram
preparadas em PBS na mesma concentracdo da solucdo de glicose. As curvas
cronoamperométricas foram obtidas com a adicdo de 4 pL da solugdo de cada
interferente na concentracdo de 25 mM para o PEDOT e PEDOT-OH e 15 mM para o
PPi, sob agitacéo, sendo adicionada uma espécie por vez em intervalos de tempo de
50 ou 100 s.

Estas adicdes de 4 uL de cada uma das solugdes, na concentracédo de 25 mM,
na célula eletroquimica com 100 pL ou 15 mM no sensor com 60 L de eletrdlito,

representa a perturbacdo com uma aliquota na concentracdo de 1 mM.
4.2.3. Biossensor Enzimatico produzido com Polipirrol e Poli(6xido de etileno)
4.2.1.1. Sintese do Polipirrol

Para a obtencéo de PPi por sintese quimica e com boas propriedades elétricas,
biolégicas e mecanicas para a sua aplicacdo sobre o sensor, foram observadas
algumas caracteristicas como a incorporacdo de um polimero convencional que
favorecesse a obtencdo de uma solu¢cdo com o polimero dissolvido ou disperso em
um meio compativel para a conservacao da atividade da enzima GOXx, o que facilita o

método de aplicacédo e producéo do biossensor. Além disso buscou-se uma sintese
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gue produzisse nanoestruturas favorecendo o aumento da area superficial da camada

polimérica, aumentando a sensibilidade do sensor e diminuindo o tempo de resposta.

A sintese do polipirrol para utilizacdo no biossensor foi realizada com as
melhores condi¢Bes de sintese relatadas na literatura, (ANSARI, 2006; MACHIDA;
MIYATA; TECHAGUMPUCH, 1989; NALWA, 1997) adicionando PEO ao meio. A
sintese foi realizada em reator encamisado a temperatura de 0°C com agitacéo
mecanica constante. O PEO na concentragao de 5 g/L foi previamente dissolvido em
agua e adicionado ao reator. Apos foi adicionado 0,5 M de monémero de pirrol e 1,16
M de Fe(lll), oriundo do agente oxidante FeCls. A razdo molar de monémero de pirrol

para agente oxidante foi de 1:2,33 conforme recomendado por Nalwa (1997).

O tempo de sintese foi determinado retirando uma aliquota da reacdo a cada
hora para analise por Espectroscopia no UV-Vis, no comprimento de onda de 900 nm
(Figura 14 (A)). As analises de espectroscopia do UV-Vis foram realizadas em
equipamento T80 + UV-Vis Spectrometer da PG Instruments Ltd. em comprimento de
onda de 900 nm. As amostras poliméricas foram dissolvidas 500 vezes em agua
deionizada. A sintese foi realizada até estabilizacdo das leituras de absorbancia em
um valor maximo, indicando neste ponto o estado mais oxidado do polimero, ao
comecgar a decair as leituras o polimero comecou a perder em condutividade,

sugerindo tempos elevados de sintese.

Figura 14 — (A) Determinagdo do tempo de sintese do PPi com PEO por Uv-Vis. (B) dispersé&o
de PPi e PEO apés dialise de 24 horas.
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O PPi no seu estado dopado e condutor apresenta bandas no UV-Vis
correspondentes as transi¢cdes dos polarons e bipolarons. Os valores de absorbancia
com o passar das horas de sintese aumentaram chegando até um platdé e comecaram
a diminuir novamente. A sintese ocorreu até as leituras de absorbancia atingirem um
pico e comecarem a decair, indicando 6 horas de reacdo, conforme pode ser

observado na Figura 14 (A).

O produto formado logo no inicio da sintese apresentou coloracdo negra e
manteve a mesma até o final da sintese, com PPi disperso no meio de forma
homogénea. O polimero foi tratado por dialise por 24 horas para retirada de
oligbmeros e excesso de reagentes e apresentou a concentracao final de 1,62% em
massa de PPI/PEO disperso. Na Figura 14 (B) pode ser observada a dispersao
homogénea de PPi e PEO obtida apés a sintese e didlise, a qual favorece a aplicacéo

quando comparada com PPi’s obtidos na forma de p6é sem a adigdo de PEO ao meio.

4.2.1.2. Tamanho de Particula Sintetizada

Para determinacdo do tamanho da particula sintetizada foi utilizado o
equipamento Brookhaven NanoBrook 90 Plus Zeta da Brookhaven, que combina o
dimensionamento de particula e a andlise de potencial zeta. Para a andlise de
dimensionamento de particula dispersa o equipamento emprega a dindmica de
espalhamento de luz (DLS) e realiza a analise com o software Bic Particle Solutions.
A amostra polimérica foi dissolvida 500 vezes em agua deionizada para que a

concentracao ficasse na ordem de concentracdo aceitavel pelo equipamento.

4.2.4. Construcao do Biossensor com PPI/PEO

Apos a sintese quimica do PPi com PEO foi construido o biossensor usando os
eletrodos fornecidos pela empresa GSI Technologies, os quais apresentam o eletrodo
de trabalho e contra eletrodo de carbono e o eletrodo de referéncia de Ag/AgCl, sobre
uma base polimérica de poli (cloreto de vinila) (PVC), como pode ser visualizado na
Figura 15, necessitando serem recortados para uso individual. Para este estudo foram
utilizados os sensores com eletrodo de trabalho de 3 mm de diametro, como pode ser

verificado no detalhe da Figura 15.
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Figura 15 - Eletrodos impressos confeccionados pela empresa GSI Technologies, detalhe do
eletrodo com eletrodo de trabalho com didmetro de 3 mm.

Fonte: Sitio ativo da empresa GSI Technologies, (GSI TECHNOLOGIES, 2016).

A técnica de producao do biossensor de polipirrol consistiu na aplicacao de uma
camada de filme polimérico, obtido por sintese quimica, e de uma camada de enzima,
uma aliquota de 1 pL de solucao enzimatica preparada com tampéao fosfato salino 0,1

M pH 7,4 e GOx. caracterizando a imobilizacao enzimatica por adsorcao.

4.2.5. Biossensor enzimético produzido com PEDOT

Para a construgao do biossensor de PEDOT, em um primeiro momento foram
testados sensores de carbono da empresa DropSens, porém o tratamento corona
gueimou 0s contatos elétricos. Decidiu-se entdo prosseguir a construcao deste
protétipo em eletrodos de carbono vitreo (GCE) de 2 mm de diametro a fim de verificar

0 seu funcionamento e melhora na sensibilidade dos sensores com PEDOT.

A sintese do PEDOT foi realizada em célula eletroquimica contendo solucao de
10 mM de mondémero EDOT em acetonitrila e 0,1 M de perclorato de litio (LICIO4). Os
filmes de PEDOT foram obtidos por cronoamperometria sob um potencial constante
de 1,4 V durante 6 segundos, como reportado por Fabregat (2014). O contra eletrodo
utilizado foi de aco inoxidavel AISI 316 com 1 cm? de &rea e eletrodo de referéncia de
Ag/AgCI. A sintese eletroquimica foi realizada em Potenciostato-Galvanostato Autolab
PGSTAT 302N (Ecochimie, Holanda) equipado com modulo ECD para medir
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densidades de corrente muito baixas (100 pA — 100 pA), e conectado a um

computador controlado por software GPES.

Apo6s a formacao do filme polimérico o eletrodo sofreu o tratamento superficial
corona através de equipamento Laboratory Corona Treater Model BD-20AC da
Electro-Technic Products (ETP), de voltagem de saida ajustavel de 10.000 a 45.000
Volts conforme a distancia de aplicacéo do feixe e frequéncia de saida de 4,5 MHz. O
potencial utilizado foi considerado de 45.000 V, devido a distancia de aplicacdo do
feixe, neste caso a distancia utilizada foi de 3 a 5 mm. Valores menores de potencial
significam distancias de aplicacdo maiores do que 1 cm. Na Figura 16 podem ser
verificados dois eletrodos de carbono vitreo, o eletrodo da direita esta recoberto com
o filme de PEDOT e apresenta uma coloragéo azulada escura, o eletrodo da esquerda
foi recoberto com filme polimérico e submetido ao tratamento superficial com feixe

corona e possui uma coloragéo acinzentada.

Figura 16 - Eletrodos de Carbono Vitreo, da esquerda recoberto com PEDOT e tratado com
tratamento corona e da direita recoberto com filme de PEDOT.

Fonte: Foto de experimento realizado pela autora.

Finalizado o tratamento superficial do eletrodo de trabalho foi aplicada a
camada enzimatica por casting, ou seja, uma aliquota de 1 uL de solu¢do enzimatica
preparada com tampé&o fosfato salino 10 mM pH 7,4 e GOx. A técnica de produgéo do
biossensor de PEDOT, polimerizado por sintese eletroquimica e com tratamento
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superficial corona, consistiu na aplicacdo de uma camada de filme polimérico e de

uma camada de enzima, caracterizando a imobiliza¢do enzimatica por adsorcao.
4.2.2.1. Espectroscopia RAMAN

Devido a pequena quantidade de PEDOT formado na superficie do eletrodo
com o tempo de sintese de 6 s e o0 tratamento corona, 0s eletrodos ndo puderam ser
analisados por espectroscopia no infravermelho (FTIR). Para obter a informacéao
quimica e estrutural do material analisado permitindo sua identificacdo, os sensores

foram analisados através de espectroscopia Raman.

Para obtencdo dos espectros das amostras foi utilizada uma poténcia de ~0,5
mW, durante 100 s. O equipamento utilizado foi Labram - Jobin Yvon/Horiba, através
de laser He-Ne 632,8 nm. Para cada amostra foram realizadas 4 acumulacdes, sendo
para o sensor recoberto apenas com a camada polimérica de 100 a 3600 cm™ e para
0S sensores recobertos com o polimero e tratados com tratamento corona e com a
GOcx imobilizada de 50 a 3600 cm™.

4.2.6. Sensor produzido com PEDOT-OH

Para a construcao do sensor com PEDOT-OH os eletrodos utilizados foram da
empresa DropSens modelo DRP-C110 com eletrodo de trabalho de carbono com 4
mm de didmetro. O contra eletrodo também é de carbono e o eletrodo de referéncia
de Ag/AgCI. Os eletrodos estdo depositados sobre um substrato ceramico rigido e

fragil. A Figura 17 apresenta o sensor utilizado para o estudo.

Figura 17 - Sensor marca DropSens, modelo DRP-C110 com trés eletrodos.

®)

///

Fonte: Sitio Ativo da empresa DropSens (DROPSENS, 2016).

Marcele Arais Hocevar



EXPERIMENTAL 67

A sintese eletroquimica do PEDOT-OH foi realizada em célula eletroquimica de
acrilico, contendo solucdo aquosa com 0,1 M de monémero de EDOT-OH e 0,1 M de
LiClOA4. A sintese foi realizada por 10 segundos em um potencial de 0,8 V ho mesmo
equipamento utilizado para sintese do PEDOT. Apés foi aplicada por casting a
aliquota de 1 pL de solucdo enzimética com PBS 0,1 M pH 7,4 e GOx, imobilizando a

enzima por adsorgao.

. Ainda foi realizada imobilizacdo da GOx durante a sintese eletroquimica do
PEDOT-OH por entrapment. A GOx foi adicionada ao meio de sintese na
concentracdo de 2000 U/mL. Este método de producdo de sensores caracteriza-se
por ser 0 mais pesquisado e difundido, onde o sensor é produzido e uma Unica etapa,
pela imobilizagdo da enzima na rede polimérica durante a sintese. Por outro lado, este
método pode favorecer um desperdicio de enzima tendo em vista a necessidade de
aumentar sua quantidade no meio para garantir uma quantidade satisfatoria

imobilizada no sensor.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados estéo divididos em subcapitulos para cada sensor, apresentando
a trajetoria de construcdo de cada um, suas caracteristicas morfologicas,
propriedades dos polimeros sintetizados e dos sensores estudados. Na sequéncia
foram analisadas as propriedades eletroquimicas dos biossensores e a deteccao de
glicose com a construcéo da equacao caracteristica, permitindo determinar o limite de

deteccao, a seletividade e o intervalo de deteccéo de glicose.

5.1. Biossensor Enzimatico desenvolvido com Polipirrol e

Poli(6xido de Etileno)
5.1.1. Tamanho de Particula

O PPI/PEO formado logo no inicio da sintese apresentou coloragdo negra e
manteve a mesma até o final da sintese, com PPi disperso no meio de forma
homogénea, a qual favorece a aplicacdo. A andlise do tamanho de particula da
dispersao de PPI/PEO pode ser verificada na Figura 18.

Figura 18 - Determinacgao do tamanho de particula da amostra PPI/PEO.
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A andlise do tamanho de particula (Figura 18) mostra uma distribuicdo
homogénea. A maior incidéncia de particulas apresenta o diametro de 179,3 nm,
representado pelo pico saliente de base estreita. O indice de polidispersdo da amostra
apresentou um valor de 0,268, indicando que uma pequena quantidade da amostra
desviou do tamanho apresentado pela maioria das particulas, pois quanto menor o

indice de polidispersdo mais uniforme a suspensao.

A curva vermelha representa que 95% das particulas produzidas apresentam
um didmetro de até 200 nm, e as demais particulas, com didmetro superior a 200 nm,
sao representadas pela presenca de um desnivel na base da dispersdo. A presenca

destas particulas fez com que o tamanho médio determinado seja 327,13 nm.

5.1.2. Construcao do Biossensor com PPi/PEO

ApOs a sintese quimica do PPi com PEO foi construido o biossensor usando os
eletrodos fornecidos pela empresa GSI Technologies. Para a construcdo do
biossensor foram adicionadas quantidades de PPI/PEO e GOx distintas e foi analisada
a eletroatividade do sistema através de voltametria ciclica. A quantidade de solugéo
de PPI/PEO (1,62% em massa) depositada por casting sobre o sensor variou de 1 a
5 pL (16 a 80 ug). O polimero foi depositado e os sensores foram armazenados em
geladeira a temperatura de 1 a 4°C por 6 horas, garantindo a secagem da camada
sobre o eletrodo. As amostras foram produzidas em triplicata e o meio de analise foi
PBS 0,1 M. Na Figura 19 sdo apresentadas as voltametrias ciclicas obtidas para os

sensores com diferentes quantidades de PPI/PEO.

Os sensores com 4 e 5 pyL apresentaram eletroatividade similar para o pico
anddico do PPI/PEO, situado em aproximadamente 0,1 V. Como o polimero apresenta
maior condutividade na sua forma mais oxidada, decidiu-se utilizar a quantidade de 4
uL de PPI/PEO sobre o eletrodo de trabalho. Maiores quantidades de PPI/PEO néo
apresentam aumento da intensidade do sinal elétrico para a mesma area de trabalho,
e consequentemente ndo trardo ganho para o transporte de carga elétrica da reacao
enzimatica até a superficie do eletrodo indicando um desperdicio da solucao

polimérica.
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Figura 19 - Voltametria ciclica para determinacdo da quantidade de PPi/PEO no eletrodo de
trabalho, em PBS 0,1 M pH 7,4 a velocidade de varredura de 50 mV/s.
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Ainda é possivel observar que o eletrodo puro, sem polimero, ndo apresenta
eletroatividade consideravel quando comparada com os eletrodos recobertos com
PPI/PEO.

Definida a quantidade de PPI/PEO, pode-se realizar a mesma analise para a
concentracdo de GOx a ser imobilizada, onde 1 pL da solugédo enzimatica preparada
com tampao fosfato salino 0,1 M pH 7,4 e 1, 5 ou 10 U/uL de GOx foi aplicada por
casting. Os sensores seguiram novamente para geladeira durante a noite. Como a
enzima ndo possui propriedades condutoras, concentragdes muito elevadas podem
prejudicar a resposta eletroquimica do biossensor, atuando como isolante. O estudo
foi realizado em triplicata em solugéo de PBS 0,1 M, e um acréscimo na densidade de
corrente representa que a enzima nao influencia negativamente na resposta do
biossensor. Pode ser visualizado na Figura 20 as voltametrias ciclicas realizadas para

o eletrodo com diferentes concentractes de GOx imobilizada.

O biossensor com 1 U/sensor de GOx apresentou incremento de densidade
de corrente, ndo influenciando negativamente a resposta eletroquimica do biossensor.
Os sensores com 5 e 10 U/sensor representam uma perda de resposta eletroquimica
no pico anédico, indicando excesso de enzima e gasto de reagente desnecessario
guando comparado ao sensor com 1 U/sensor e 0 sensor sem GOx. O pico catodico

para os voltamogramas dos sensores com GOXx imobilizada apresentou intensidade
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superior quando comparado ao pico catodico do sensor sem GOx, indicando que a

enzima pode estar se oxidando e contribuindo para o aumento da densidade de

corrente.

Figura 20 - Voltametria ciclica para determina¢cdo da concentracdo de GOx a ser aplicada sobre
camada formada apds a secagem dos 4 pL de PPI/PEO, em PBS 0,1 M pH 7,4 a velocidade de
varredura de 50 mV/s.
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Neste momento os sensores produzidos apenas com o PPi e PEO passaram a
ser chamados de PPI/PEO e o biossensor produzido com PPi, PEO e GOx foi

chamado de PPI/PEO/GOX, conforme descrito na Tabela 3.

Tabela 3 - Nomenclatura recebida pelos biossensores e quantidades de reagentes utilizados.

Sensor com polimero PPi/PEO
4 uL
condutor
Sensor completo 4 pL 1 U/sensor PPi/PEO/GOx
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5.1.3. Caracterizacdo do Biossensor de PPi/PEO
5.1.3.1. Espectroscopia FTIR

A espectroscopia FTIR foi realizada para confirmar a formagéo do PPi e a
imobilizacdo da GOx no biossensor. Os espectros de FTIR-ATR dos polimeros
individuais (PPi e PEO) e da GOx foram comparados com os dos sensores PPI/PEO
e PPI/PEO/GOx (Figura 21).

Figura 21 - Espectros de FTIR do PPi e PEO e do PPI/PEO sintetizado aplicado sobre o eletrodo
de trabalho, apds espectro FTIR da enzima GOx e do sensor completo com a camada
enzimatica sobre a camada polimérica.
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A formacao do PPi pode ser observada nos espectros apresentados na Figura
21. Os principais picos de formacdo do PPi sdo observados em torno de 1520 cm™ e
1441 cm™ atribuidas as vibracdes de estiramento do anel quinoide da cadeia principal
do pirrol; em 1285 cm™ e 885 cm™ podem ser verificadas as bandas referentes as
vibracOes de estiramento correspondentes ao polipirrol dopado e oxidado e em 1024
cm! aparece uma banda devido ao estiramento das ligacdes C — N. (AL-MASHAT et
al., 2008; YANG,; LIU, 2010)
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A presenca do PEO pode ser observada pelos picos em 1091 cm referente a
ligacdo do C — O e 3427 cm! relativa a presenca de ligagGes O — H, ainda pode ser
visualizada a banda C — H dos grupos metilenos em 2852 cm™. (KUNTEPPA et al.,
2011) A presenca da GOx pode ser percebida pelas bandas em 1527 cm?,
relacionada ao estiramento das ligacées C — N da amida Il, e em 1640 cm™, relativa
ao estiramento das ligagcdes C = O da amida |. (BAGHAYERI, 2015; WISITSORAAT
et al., 2013)

O sensor recoberto com PPI/PEO apresenta no espectro da Figura 21 as
bandas caracteristicas do PPi dopado e oxidado em 1336 e 918 cm™ respectivamente,
bem como as bandas de estiramento do anel quinoide da cadeia principal do pirrol em
1534 e 1429 cm™. O pico de estiramento das ligacées C — N do PPi também esta
presente em 1018 cm™* além dos picos referentes ao PEO, em 1070 cm™ devido a
ligacdo C — O e 3328 cm da presenca de ligagGes O — H associadas. A banda das
ligacbes O — H para o sensor recoberto com PPI/PEO estd deslocada quando
comparada a banda da ligagdo O — H do PEO puro, sugerindo que o PEO est4 fazendo
ligagOes de interagdo com a cadeia de PPi sintetizado, e favorecendo a dissolugéo e

estabilizacdo do polimero condutor em agua.

O biossensor PPI/PEO/GOx apresenta no seu espectro, além dos picos
caracteristicos do PPi e do PEO, os picos caracteristicos da enzima GOx, em 1627
cm? referente ao estiramento das ligacées C = O da amida | e em 1520 cm™ devido
ao estiramento das ligacbes C — N da amida Il, indicando que a enzima esta
imobilizada na estrutura polimérica. Ainda pode ser observada uma banda em 1740
cm sugerindo a presenca de ésteres na estrutura dos sensores, indicando que estes
podem ser se formado devido a presenca dos grupo —OH do PEO com acidos

carboxilicos oriundos dos aminoéacidos presentes na GOX.

5.1.3.2. Microscopia Eletronica de Varredura com Espectroscopia de Difragao de
Raio - X

Na Figura 22 sdo mostradas as micrografias dos sensores PPI/PEO e
PPI/PEO/GOx. A Figura 22 (A) permite observar como ocorreu 0 recobrimento do

eletrodo de trabalho através da aplicagdo da camada polimérica por casting. O
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polimero condutor ficou agregado e concentrado no centro do eletrodo estando as
extremidades recobertas com uma fina camada e sem a presenca de aglomerados,
indicando que pequenas areas do eletrodo de trabalho podem néo estar recobertas

pelo polimero condutor.

Figura 22 — Micrografias obtidas por MEV da superficie dos sensores recobertos com PPi/PEO
em (A), (C) e (E); e com PPI/PEO/GOx em (B), (D) e (F).

Ja na Figura 22 (B) € possivel observar o recobrimento do eletrodo de trabalho

com PPI/PEO e solucdo enzimatica. A solucdo de PBS com a enzima GOx formou
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uma camada sobre a estrutura polimérica. Esta apresenta rachaduras em sua
estrutura, e a sua formacéo pode indicar que ndo ocorre uma penetracao da enzima

na camada polimérica, ficando apenas adsorvida na superficie externa do PPi/PEO.

As caracteristicas descritas podem ser confirmadas com maior clareza nas
Figura 22 (C) e (D). O polimero condutor (Figura 22 (C)) apresenta particulas
homogéneas em toda sua estrutura produzindo uma superficie com morfologia
granular que se assemelha a obtida para o polipirrol preparado utilizando condi¢des
experimentais semelhantes, como relatado por Li e Jing (2009) na utilizacédo do PEO
no meio de sintese. A presenca de poros é observada na camada de PPIi/PEO, o que
seria ideal para a penetracdo da solucdo enzimética e imobilizacdo da GOx. Esta
penetracdo ndo ocorre por completo produzindo sobre a estrutura polimérica uma
camada enzimatica com rachaduras, nas quais é possivel verificar os granulos de
PPI/PEO (Figura 22 (D)).

O PPI/PEO sintetizado apresenta um tamanho de particula de
aproximadamente 100 a 200 nm, estando uma particula aderida a outra formando uma
espécie de fibra (Figura 22 (E)). As rachaduras da camada enzimatica podem ter sido
geradas por espacos onde as particulas poliméricas ndo estavam aglomeradas de

forma muito intensa permitindo a penetracéo da solugcao entre a estrutura (Figura 22
(F)).

Na Figura 23 sao apresentados os espectros de Energia Dispersiva por Raios
— X (EDX) para o sensor PPI/PEO e PPi/PEO/GOx.

Figura 23 - Espectro EDX das amostras representando as etapas de produc¢éo do biossensor,
(A) PPI/PEO e (B) PPi/PEO/GOXx.
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Os espectros mostram a presenca de nitrogénio, pertencente ao anel do pirrol
e ainda para o sensor recoberto com GOx este pode estar relacionado a enzima.
Atomos de ferro s&o verificados, indicando que a purificacdo por didlise néo foi
eficiente para a remocao de excesso do agente oxidante permanecendo na amostra
polimérica. Este excesso ndo permitiu calcular o grau de dopagem do PPi usando a

relacdo Cl/ N, obtido pela % atomos informados na Tabela 4.

Para a amostra PPiI/PEO/GOx (Figura 23) foi identificado a presenca de atomos
dos elementos presentes no PBS, mas séo quantidades insignificantes (Tabela 4),
gue nao caracterizam um problema durante a deteccao de glicose. Pode-se visualizar

na Tabela 4 as quantidades de cada elemento em cada amostra.

Tabela 4 - Porcentagens de cada elemento atémico nas amostras de PPIi/PEO e PPi/PEO/GOx
obtidas por EDX.

Elemento Peso % Atomos % Peso % Atomos %
Carbono (C) 38,49 45,21 28,43 41,50
Oxigénio (O) 15,32 13,51 16,47 18,05
Nitrogénio (N) 6,03 6,07 7,02 8,78

Cloro (CI) 61,18 24,34 40,66 20,10

Ferro (Fe) 43,02 10,87 28,44 8,93

Sédio (Na) 2,16 1,65
Fosforo (P) - 1,75 0,99

Total 164,05 100 124,92 100
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5.1.4. Caracterizagao Eletroquimica do Biossensor de PPi/PEO

5.1.4.1. Voltametria Ciclica

A Figura 24 mostra o ensaio de voltametria ciclica dos biossensores PPi/PEO

e PPI/PEO/GOxX.

Figura 24 - Voltametria ciclica comparativa entre as etapas de construcéo do biossensor e com
a presenca de 3 mM de glicose no meio. As ciclagens foram realizadas em PBS 0,1 MpH 7,4 a
velocidade de varredura de 50 mVi/s.
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O eletrodo GSI sem recobrimento polimérico e enzimatico ndo apresenta
eletroatividade. Ao aplicar a camada de PPI/PEO o voltamograma mostra um par
redox com o pico anédico a 100 mV, e o pico catddico a -300 mV. Os biossensores
PPI/PEO/GOx, em PBS 0,1M com e sem adicdo de glicose 3 mM ao meio
apresentaram comportamento semelhante. Ambos apresentam um pequeno aumento
na densidade de corrente para o pico anddico quando comparados ao sensor

PPI/PEO.

Na&o foi possivel verificar o par redox do cofator FAD da GOx entre 0s potenciais
de -500 a -400 mV, como observado por Tang; Li e Zeng (2015) e Yang et al. (2011),
indicando que ndo ocorre uma transferéncia de elétrons direta entre a enzima e a

superficie do eletrodo. Porém é possivel observar um deslocamento e aumento do
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pico catédico dos biossensores com GOx imobilizada na presenca ou auséncia de
glicose, indicando que a enzima pode estar se oxidando e contribuindo para o

aumento da densidade de corrente.

O incremento de densidade de corrente para o biossensor com a camada de
GOx na presenca de glicose ao meio, indica que a camada polimérica pode estar
atuando como um mediador do sistema. Com a oxidac&o da glicose pelo cofator FAD
da enzima, se reduzindo para FADH2, o polimero condutor reduz com a reoxidacao
do cofator FADH2 da enzima para FAD, e em seguida reoxida pelo potencial aplicado
no eletrodo, provocando um aumento de densidade de corrente no pico anddico e

catddico do biossensor na presenca da glicose.

A eletroatividade do biossensor PPI/PEO/GOx foi testada em diferentes
velocidades de varredura, de 25 a 200 mV/s (Figura 25).

Figura 25 - Voltametria ciclica para a amostra PPi/PEO/GOx em PBS 0,1M em velocidades de
varredura de 25 a 200 mV/s, e no detalhe relacdo entre as densidades de corrente dos picos
catédicos e anddicos nas diferentes velocidades de varredura, e linha de tendéncia com
equacdao caracteristica.
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A Figura 25 mostra os voltamogramas obtidos e a relacéo entre as densidades
de corrente dos picos catodicos e anddicos nas diferentes velocidades de varredura.
Esta relagdo é linear, gerando uma equacao de reta para o pico anddico e uma para
o catodico, indicando que os valores j sao influenciados pelo transporte de massa por

difusao.

Conforme a velocidade aumenta, acima de 100 mV/s, os picos anddicos nao
sdo mais visualizados, o que pode indicar uma lenta difusdo das espécies em solucéo
no interior do filme. As transformacfes das espécies que compdem a estrutura do
biossensor, interface da solucdo e GOx / GOx e polimero / polimero e interface do
eletrodo podem estar apresentando um processo lento de difusdo de ions. Estes
processos ndo sao detectados quando a velocidade de varredura é elevada, como
observado por Lu et al. (2012) e Radhakrishnan et al. (2013).

Voltametrias ciclicas com diferentes concentracdes de glicose, de 1 a 3 mM, no

meio foram realizadas (Figura 26).

Figura 26 - Voltametria ciclica para detecc¢édo de diferentes concentragdes de glicose,de 1a 3
mM, pelo biossensor PPi/PEO/GOx em PBS 0,1 M pH 7,4 a velocidade de varredura de 50 mV/s.
No detalhe os picos anddicos dos sensores em cada concentragao.
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Ocorre um incremento na densidade de corrente dos picos com a oxidacéo do
biossensor, como pode ser verificado no detalhe da Figura 26. Este aumento da
densidade de corrente pode ser atribuido ao aumento da concentragdo de FADH2
gerada a partir da oxidagéo da glicose para gluconolactona pela FAD, que se reoxida
novamente com a reducao do PPI/PEO, o qual é reoxidado pelo potencial aplicado,
gerando um pico anddico de maior intensidade, como pode ser observado nas

equacOes descritas:

Glicose + GOx-FAD ——» Gluconolactona + GOx-FADH2
GOx-FADH2 + PPi*/CIT —» GOx-FAD + PPi + CI

PPi+ Cl + e _ PPI*/ICI

Os picos catddicos do biossensor ndo seguem um padrdo de incremento nem
de reducédo da densidade de corrente com o aumento da concentragéo de glicose,
indicando que o polimero néo atua apenas no transporte dos elétrons da reacao ate a
base do sensor. Wisitsoraat et al. (2013) observou que a voltametria ciclica permite a
deteccdo de glicose, porém as medidas através de método cronoamperomeétrico

oferecem valores com maior sensibilidade.

5.1.4.2. Cronoamperometria para definigao do Potencial de Detecgao de Glicose

O potencial de deteccéo de glicose representa um dos fatores chaves para o
bom funcionamento do biossensor, pois ele afeta propriedades como sensibilidade e
seletividade do sinal de corrente produzido pelo analito. O potencial de deteccao esta
diretamente relacionado aos potenciais de oxidacdo e reducdo determinados pela
voltametria ciclica, variando um pouco do pico maximo devido a natureza estatica da
polarizacéo aplicada. (WISITSORAAT et al., 2013)

Para determinacao do potencial de deteccéo de glicose por cronoamperometria
variou-se o potencial de polarizacéo de -0,7 até 0,5 V, (Figura 27) utilizando um sensor
novo para cada potencial testado, em solucao de glicose 1 mM em PBS 0,1 M, a fim

de verificar uma mudanca no comportamento da corrente de estabilizagao.
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Figura 27 — Cronoamperometria para definicdo do potencial de detec¢éo de glicose para o
sensor PPi/PEO/GOx em solucéo de glicose 1 mM em PBS 0,1 M. Detalhe indica a corrente de
estabilizacdo para cada potencial verificado em 300 s.
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Ao aplicar potenciais negativos, de -700 até -400 mV a corrente em estado
estacionario sofre uma reducdo com a reducao do potencial. Continuando a diminuir
o potencial no sentido negativo, de -300 até -100 mV, a corrente em estado
estacionario sofre um aumento. Seguindo o aumento do potencial no sentido positivo,
a corrente em estado estacionario continua a aumentar, conforme alterava o potencial
para um valor maior, ocorria um aumento na corrente de estabilizagdo (Figura 27
(Detalhe)).

O potencial de -400 mV apresentou um comportamento diferente dos demais,
sendo referenciado na literatura (BAGHAYERI, 2015; SHAN et al.,, 2010) como
proximo dos potenciais de oxirreducdo da enzima GOx. Este valor esté localizado
proximo do potencial de reducdo do PPI/PEO indicando que pode ser o potencial de

deteccao de glicose para o biossensor PPi/PEO/GOXx. Estudos relatam a utilizacdo de
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potenciais de reducdo para a detec¢éo da glicose devido a uma menor incidéncia de
reacoes de oxidacao de espécies interferentes. (MIAO et al., 2015; WISITSORAAT et
al., 2013) Definido o potencial de polarizacao, -0,4 V, foram preparados sensores com

e sem GOx para comparacao da resposta (Figura 28).

Figura 28 - Determinacédo do potencial de deteccéo de glicose para o sensor produzido com
PPi/PEO (sem GOx) e PPi/PEO/GOx (com Gox) em (A) -400 mV e (B) 100 mV,em PBS 0,1 M e
adicbes de glicose 1 mM a cada 100s.
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As cronoamperometrias realizadas em potencial de -400 mV s&o mostradas na
Figura 28 (A), onde as perturbacdes realizadas no sistema pela adicdo de glicose a
cada 100 s, ap0s estabilizacdo da densidade de corrente por 400 s, ndo causam
perturbacdes significativas tanto para o sensor PPI/PEO, sem GOx, quanto para o
biossensor PPI/PEO/GOXx. Este resultado mostra que o potencial ndo é o adequado
para a deteccdo de glicose, pois a enzima pode estar oxidando a glicose, mas o
polimero por estar no seu estado reduzido ndo transporta os elétrons da reagéo
enzimatica até a base do sensor. A voltametria ciclica apresentada na Figura 26
indicou que o sensor nao foi capaz de diferenciar concentracbes de glicose em

potenciais préximos ao pico catodico do polimero condutor.

Novas deteccdes de glicose foram realizadas no potencial de oxidacdo do
PPI/PEO, de 100 mV, apontado pela voltametria ciclica (Figura 26). A Figura 28 (B)
mostra as perturbacdes realizadas para sensores com e sem GOx, apos 400 s para
estabilizacdo do sistema. O sensor PPI/PEO, sem GOXx, ap0s cada adicao de glicose
1 mM n&o apresenta um incremento na densidade de corrente, permanecendo

praticamente estavel quando comparado aos incrementos de corrente que ocorreram
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apos cada adicao de glicose 1 mM no sensor PPI/PEO/GOx. O potencial de deteccao
de glicose para o biossensor PPI/PEO/GOx foi definido em 100 mV, indicando que o
polimero condutor estd atuando como mediador do sistema, e que o potencial de

deteccédo encontra-se préximo do potencial de oxidagéo do polimero condutor.

5.1.4.3. Detecgao de Glicose por Cronoamperometria e Definigao da Equacgao

Caracteristica do Biossensor de PPi/PEO

A Figura 29 mostra a deteccdo de glicose por cronoamperometria, através de

perturbacdes degrau a cada 100 s para o sensor PPI/PEO/GOX.

Figura 29 - Cronoamperometria para deteccdo de glicose em PBS 0,1 M, com adi¢cfes de
glicose 1 mM a cada 100 s em potencial de 100 mV.
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A amostra PPI/PEO/GOx apresenta perturbacdes degrau seguindo um padrao
de acréscimo de densidade de corrente. O biossensor, construido nesta configuracao:
PPI/PEO/GOx, sendo PPI/PEO e GOx aplicados por casting camada sobre camada,
€ capaz de detectar os elétrons produzidos pela reacdo de oxidagdo da glicose
catalisada pela GOx e mediada pelo PPI/PEO em cada perturbacdo do sistema
(Figura 29).

A partir dos resultados das perturbacbes realizadas na andlise de
cronoamperometria, pode ser definida a curva caracteristica do biossensor de
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PPI/PEO/GOx e a equacéao da reta. A Figura 30 apresenta a relacdo da densidade de
corrente de pico versus concentracdo de glicose aplicada nas tiras de teste rapido
obtida para dez medidas diferentes para cada concentracdo, 10 biossensores

diferentes.

Figura 30 - Curva e equacdao caracteristicas para determinacao de glicose. Relacao entre a
concentracao de glicose aplicado nas tiras e a corrente obtida. Representacao da equacédo da
reta para o sensor.
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A relacéo linear entre a densidade de corrente e a concentracao de glicose foi
estabelecida no intervalo de concentracdes de 1 a 7 mM (R? = 0,9927), permitindo
determinar o valor de sensibilidade de 0,016 mA/mM.cm? a partir do declive no
intervalo linear. Quando a concentracdo € superior a 7 mM, 0 sensor comec¢a a
apresentar ruidos e as medidas apresentam um desvio-padrdo muito levado, nao
sendo possivel confiar nos valores obtidos. O limite de deteccéo, o qual foi calculado
com base na relagdo sinal-ruido de 3, é de 0,53 mM, e a constante de Michaelis-
Menten, Km, que determina a afinidade biolégica apresentada pela camada de GOx
na dissociacdo do substrato em produto foi de 5,23 mM. Este valor de Km esta de
acordo com resultados apresentados na literatura para sensores de glicose, (DE
JESUS et al., 2013; FENG et al., 2015) porém nao indica uma afinidade elevada entre

a enzima imobilizada no PPIi/PEO e o substrato.
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Pela equacdo da reta pode ser determinado um valor de concentracdo de
glicose a partir da medida de densidade de corrente, caracterizando o PPi/PEO como
mediador da reacéo de oxidacao da glicose em gluconolactona pela GOx e indicando
o funcionamento de um biossensor amperométrico de segunda geracdo. Assim, pode
ser definida para a tira de teste rapido com PPI/PEO/GOx a equacao caracteristica do

biossensor, equacéao (3):

j=-0,016 C + 0,020 (3)

Rearranjando a equacao em funcédo da variavel desconhecida, ou seja, em

funcao da concentracéo de glicose, resulta a equacéo (4):

(G015 ) @

Onde: C= concentracdo de glicose a ser medida em mM; j= densidade de

corrente elétrica produzida na deteccédo da glicose pela enzima em mA/cm?.

Como os niveis de glicose no sangue para uma pessoa saudavel variam de 70
a 120 mg/dL (4 a 8 mM), este sensor pode ser utilizado para medidas sanguineas de
niveis de glicose em pessoas saudaveis, ou que nao apresentam diabetes, o que é

um limitante.
5.1.4.4. Deteccao de Interferentes

A especificidade do sensor frente a adicdo de interferentes, ou seja, de
substancias que estédo presentes no fluido corporal, foi verificada para dopamina (DA),
acido urico (AU) e acido ascorbico (AA) (Figura 31). Apoés a adigdo de 1 mM de cada
interferente foi realizada a adi¢éao de glicose testando se o0 sensor continua detectando

a mesma.
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Figura 31 - Cronoamperometria para deteccdo de interferentes, acido urico (AU), acido
ascorbico (AA), dopamina (DA) e glicose (GLU) em PBS 0,1 M e potencial de 100 mV. A adicdo
de cada interferente ocorreu na concentracdo de 1 mM a cada 100 s.
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A curva mostra que a densidade de corrente do sistema, apesar de 300 s para
estabilizacdo, ndo era constante. Ap6s as adicbes de AU e AA esta continuou
diminuindo. Com a adi¢cdo da dopamina a densidade de corrente aumentou voltando
a diminuir apés a adicéo de glicose. Ao adicionar novamente os interferentes somente
a adicdo de DA provocou uma variagao significativa da densidade de corrente com
novo aumento, e apos significativa queda na j ao ser adicionada GLU. O potencial de
oxidagdo da dopamina ocorre aproximadamente em 150 mV, (BELAIDI et al., 2015;
FABREGAT et al.,, 2014) muito proximo do potencial que esta sendo aplicado no
biossensor PPI/PEO/GOXx, desta forma como as concentragcdes de dopamina no
sangue sao muito baixas, de 1 a 200 uM como determinadas por Choe; Ahmed e Jeon
(2016), estas podem ndao influenciar de forma negativa para a deteccéo de glicose,

porém podem comprometer o resultado.

Marcele Arais Hocevar



RESULTADOS E DISCUSSAO 87

5.2. Biossensor Enzimatico desenvolvido com PEDOT e

Tratamento Corona
5.2.1. Construcéo do Biossensor de PEDOT e Tratamento Corona

Os filmes de PEDOT foram obtidos por cronoamperometria em célula
eletroquimica contendo solucédo de 10 mM de monémero EDOT em acetonitrila e 0,1
M de perclorato de litio (LiCIO4), sob um potencial constante de 1,4 V durante 6
segundos, como reportado por Fabregat (2014). Na Figura 32 é apresentada a

eletropolimerizacéo em trés eletrodos distintos.

Figura 32 - Eletropolimerizacdo do EDOT no eletrodo de carbono vitreo em potencial constante
de 1,4 V durante 6 s, em solucado de acetonitrila contendo 10 mM de monémero EDOT e 0,1 M
de LiClOa.
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O eletrodo recoberto com PEDOT recebeu tratamento corona na superficie e
foi realizada uma voltametria ciclica para verificar a eletroatividade do sistema. Na
Figura 33 é possivel verificar os voltamogramas para o eletrodo sem recobrimento
(ELET) e para eletrodos recobertos com PEDOT com tempos de tratamento corona
diferentes. Como o PEDOT sem tratamento corona nédo ser utilizado para deteccao
de glicose, sua eletroatividade nao foi verificada e confrontada com a eletroatividade
dos sensores tratados. As demais analises de morfologia, estrutura e superficie serdo
apresentadas para o PEDOT com o objetivo de comparar o efeito do tratamento

corona sobre o polimero condutor e as alteragdes que o mesmo foi capaz de produzir.
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Figura 33 — Voltametria ciclica para determinacdo do tempo de tratamento corona sobre a
superficie do eletrodo polimerizado com PEDOT, em PBS 10 mM pH 7,4 a velocidade de
varredura de 50 mV/s.

2)

-10

j (UAlcm

-15
—— ELET

— 1min
— 2min

-20 T T T T T T T T
-7 -06 -0,5 -04 -03 -02 -01 0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5

E (V vs Ag/AgCl)

N&o foi possivel verificar os potenciais de oxidagédo e de redug¢do do PEDOT
com tratamento corona, mas a eletroatividade é semelhante a obtida pelo PEDOT sem
tratamento corona sintetizado por Fabregat et al. (2014) e Nien; Tung e Ho (2006) em
condi¢des de sintese similares. O voltamograma do eletrodo tratado durante 2 min
apresentou eletroatividade superior ao eletrodo tratado durante 1 min no intervalo de
potenciais onde ocorre a oxirreducdo da enzima GOx, de -0,4 a -0,6 V. Assim, foi

adotado o tratamento corona por 2 min na superficie do eletrodo.

Para definir a concentracdo de GOx aplicada por casting sobre o eletrodo de
trabalho recoberto com PEDOT com tratamento corona, foram realizadas voltametrias
ciclicas nas concentracdes de 1, 5 ou 10 U/uL. Os sensores seguiram para geladeira
durante a noite garantindo a secagem desta camada. Para definir a concentragao de
GOx aplicada foram realizadas voltametrias ciclicas com as diferentes concentracées
de GOx imobilizada (Figura 34).
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Figura 34 — Voltametria ciclica para determinacdo da quantidade de GOx imobilizada no
eletrodo de trabalho recoberto com PEDOT submetido ao tratamento corona, em PBS 10 mM
pH 7,4 a velocidade de varredura de 50 mV/s.
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Como a eletroatividade do sistema foi baixa, ndo foi possivel visualizar os
potenciais de oxidacéo e de reducdo da GOx no intervalo de potenciais de -0,4 a -0,6
V, indicando que o filme de PEDOT submetido ao tratamento corona néo foi eficiente
no transporte de elétrons da reacdo redox do cofator FAD da enzima. O biossensor
com 1 U de enzima imobilizada apresentou um incremento na eletroatividade do
voltamograma quando comparado ao sensor sem GOx. Os eletrodos com 5 ou 10 U
de enzima apresentaram uma eletroatividade inferior que o eletrodo com 1 U/sensor.

Desta forma decidiu-se imobilizar 1 U/sensor de GOx.

Definidas as condi¢bes para construcdo do biossensor, os sensores foram
nomeados da seguinte forma: sensores produzidos apenas com PEDOT passaram a
ser chamados de PEDOT; sensores com PEDOT eletropolimerizado e submetido ao
tratamento corona foram nomeados como PEDOT/TC e os biossensores produzidos
com PEDOT, com tratamento corona e imobilizada GOx foram chamados de
PEDOT/TC/GOx, conforme descrito na Tabela 5.
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Tabela 5 - Nomenclatura recebida pelos biossensores e condi¢c8es de construcgao.

S
>ensorcom 1,4V por6's PEDOT
polimero condutor
Sensor tratado 1,4Vpor6s 2 min PEDOT/TC
Sensor completo 1,4V por6s 2 min 1 U/sensor PEDOT/TC/GOx

5.2.2. Caracterizacao do Biossensor de PEDOT/TC

5.2.2.1. Espectroscopia RAMAN

O espectro RAMAN do PEDOT foi comparado com os espectros do PEDOT

com tratamento corona e recoberto com GOx como pode ser visualizado na Figura

35.

Figura 35 - Espectroscopia RAMAN das amostras PEDOT, PEDOT/TC e PEDOT/TC/GOx,
representando todas as etapas de producéo do biossensor.
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A formacéo do PEDOT pode ser observada no espectro pelos picos em 1532 e
1458 cm™* devido ao estiramento assimétrico e simétrico das ligagdes C = C, em 1372
e 1269 cm relativo ao estiramento das ligacdes C — C do anel e do interior do anel
respectivamente, em 992 cm atribuida a deformacédo do anel oxietileno e em 846,
711 e 576 cm referentes as deformacdes das ligacgdes O-C-C,C-SeC-0-C
respectivamente. (BAZZAOUI et al., 1994; FARAH et al.,, 2012; GARREAU et al.,
1999)

Ao aplicar o tratamento corona sobre os eletrodos recobertos com PEDOT, o
filme sofreu uma completa mudanca na sua estrutura quimica, as bandas observadas
no sensor tratado com tratamento corona e no biossensor com a enzima GOx
adsorvida na sua superficie apos o tratamento corona, foram bandas nos mesmos
comprimentos de onda que as apresentadas pelo grafite. As bandas do grafite se
apresentam nos comprimentos de onda de aproximadamente 1350 cm™ para a banda
D, que representa a banda de desordem nas ligacGes de hibridizagcdo sp? ou banda
do diamante, que representa as ligagcdes C — C do tipo sp?, sendo que nos sensores
PEDOT/TC e PEDOT/TC/GOx esta apareceu em 1335 e 1342 cm* respectivamente;
em 1600 cm™? devido a banda G, que representa as ligacdes tipo sp? para grafite
monocristalino, indicando os modos vibracionais presentes nas ligacées C = C; nos
sensores PEDOT/TC e PEDOT/TC/GOx esta banda foi visualizada em 1603 e 1633
cm! respectivamente. A banda em 2670 cm™ que representa o pico caracteristico do
grafite designado por G’, que indica o espalhamento de segunda ordem da banda D
foi verificado nos biossensores em 2670 cm?. (CHEN; YAN; BANGAL, 2010;
FERRARI; ROBERTSON, 2004; PIMENTA et al., 2007; ROBERTSON, 2002;
SRIDHAR; JEON; OH, 2010; TAMULEVICIENE et al., 2009)

Acredita-se que o tratamento corona carbonizou o filme de PEDOT, provocando
sua degradacéo e formando uma estrutura molecular que pode ser similar a estrutura
do grafite, rica em carbono e que pode apresentar um comportamento que facilite o
transporte de elétrons da reacdo de catalise da glicose pela GOx, através de um
carater condutor. A aplicacdo do tratamento corona por tempos menores pode nao
carbonizar o filme polimérico tratando apenas a superficie e mantendo a estrutura do

polimero condutor.
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5.2.2.2. Microscopia Eletronica de Varredura com Espectroscopia de Difragao de
Raio - X

A Figura 36 apresenta as microscopias dos sensores PEDOT, PEDOT/TC e
PEDOT/TC/GOx. A morfologia caracteristica do PEDOT pode ser visualizada sobre
toda a superficie do eletrodo, apesar do curto periodo de sintese (Figura 36 (A)).
Ocorreu a precipitacdo de sais oriundos do LiClO4 na camada polimérica indicando

que o eletrodo deve ser lavado apos a sintese para a remo¢ao dos mesmos.

Figura 36 - Micrografias obtidas por MEV da superficie dos sensores recobertos com PEDOT
em (A), (D) e (G); PEDOT com tratamento corona em (B), (E) e (H); e PEDOT/TC/GOx em (C), (F)

e (D).

Com maior aumento (Figura 36 (D)) pode ser verificado que o recobrimento do

eletrodo é homogéneo apresentando morfologia semelhante sobre toda a superficie.
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A Figura 36 (G) mostra as caracteristicas da estrutura morfolégica do PEDOT com
maior clareza, indicando uma estrutura complexa e porosa conforme verificado
também por BELAIDI et al. (2015).

O PEDOT depositado sobre o eletrodo apés tratamento corona sofreu uma
mudanca consideravel em sua morfologia (Figura 36 (B)), apresentando uma estrutura
com aglomerados e pontos de diferentes tamanhos sem poros. A superficie da
camada de PEDOT com tratamento corona ndo é homogénea, existem areas com
coloragédo mais escura e outras com coloragéo cinza mais clara (Figura 36 (E)). Com
maior aumento (Figura 36 (H)) € possivel verificar que as areas cinza clara possuem
um grande numero de pontos de diferentes tamanhos, e as areas mais escuras
apresentam apenas a estrutura mais rugosa no formato de sulcos, podendo indicar a

aplicacao do feixe do tratamento corona de forma mais ativa.

A amostra PEDOT/TC/GOx (Figura 36 (C)) apresenta na superficie uma
camada formada pela solucdo enzimatica seca sobre a camada de PEDOT com
tratamento corona. A enzima imobilizada por adsor¢cao nao penetrou no recobrimento
de PEDOT com tratamento corona. Esta dificuldade pode estar ligada a auséncia de
poros, e pode favorecer a remocdo da enzima pela solucdo de glicose durante o
processo de deteccgéo. A Figura 36 (F) permite observar que em alguns sulcos, nao
ocorre a formagédo da camada enzimatica ou esta apresenta rachaduras, permitindo a
visualizagdo da camada de PEDOT tratada. Por outro lado, a Figura 36 (I) mostra os
pontos de diferentes tamanhos formadas pelo tratamento corona recobertas pela
camada enzimatica, o que pode ser favoravel para o aumento da superficie de contato

durante a deteccao de glicose, mas néo garante que as enzimas nao serao removidas.

As analises de espectroscopia de Energia Dispersiva por Raios — X (EDX)
obtidas para as amostras de PEDOT, PEDOT/TC e PEDOT/TC/GOx podem ser

observadas na Figura 37.
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Figura 37 — Espectro EDX das amostras representando as etapas de producédo do biossensor,
(A) PEDOT, (B) PEDOT/TC e (C) PEDOT/TC/GOX.

A amostra PEDOT indica a presenca de enxofre, caracteristico da estrutura do
anel do PEDOT. O grau de dopagem do polimero pode ser estimado pela % de atomos
relatado pela espectroscopia EDX (Tabela 6) usando a relacédo Cl / S, a qual é de
aproximadamente 0,41, o que pode indicar pequena eletroatividade do polimero
sintetizado quando comparado com o PEDOT obtido por Ocampo et al. (2006), onde
a relacéo foi de 0,54.

A amostra de PEDOT/TC (Figura 37 (B)), mostra que o polimero apos sofrer
tratamento corona, foi degradado apresentando apenas carbono e oxigénio na sua
estrutura, e a auséncia de enxofre. Como observado na analise de espectroscopia
Raman, o tratamento corona produz degradacéo intensa do material produzindo uma

estrutura rica em carbono, semelhante a do grafite.
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A amostra com enzima imobilizada, amostra PEDOT/TC/GOx (Figura 37 (C)),
mostrou a presenca dos elementos presentes no PBS. A quantidade de potéassio,
fosforo e sodio pode indicar que a solucdo enzimatica ficou depositada sobre a
camada polimérica degradada, ndo ocorrendo a penetracdo pela auséncia de poros.
Foi possivel ainda verificar nitrogénio, elemento que caracteriza a presenca da enzima
na superficie do eletrodo, mostrando que a mesma se encontra imobilizada na
superficie do sensor. Pode-se visualizar na Tabela 6 as quantidades de cada elemento

em cada amostra.

Tabela 6 - Porcentagens de cada elemento atémico nas amostras de PEDOT, PEDOT/TC e
PEDOT/TC/GOx obtidas por EDX.

Elemento Peso % Atomos % Peso% Atomos% Peso% Atomos %
Carbono (C) 265,32 79,41 268,64 96,14 73,52 57,27
Oxigénio (O) 63,07 14,17 14,36 3,86 35,69 20,87
Enxofre (S) 40,60 4,55 --- ---
Nitrogénio (N) 20,09 13,42

Cloro (Cl) 18,35 1,86 6,60 1,74
Potassio (K) 6,27 1,50

Sédio (Na) 8,05 3,28
Fosforo (P) 6,35 1,92

Total 387,34 100 283 100 156,58 100

5.2.2.3. Microscopia de Forga Atomica

As diferencas na superficie em cada etapa de producdo dos biossensores
podem ser expressas em funcéo da rugosidade. A rugosidade média (r) da superficie
do biossensor foi avaliada durante as etapas de constru¢do com o intuito de verificar

a area superficial para penetracdo da solugdo enzimatica e da solugéo de glicose e a
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espessura da camada polimérica, a qual foi avaliada apés tratamento corona e
imobilizacdo da GOx. As imagens topograficas da superficie dos biossensores séo

apresentadas na Figura 38.

Figura 38 - Microscopia topogréafica obtidas por AFM das superficies dos biossensores durante
as etapas de construcdo, (A) PEDOT, (B) PEDOT/TC e (C) PEDOT/TC/GOXx.
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Os biossensores PEDOT apresentam uma rugosidade média de 35 nm,
indicando a formacdo de um filme polimérico homogéneo, com a presenca de
aglomerados formados pela agregacao de diversos picos separados por vales com a
presenca de poros. O valor absoluto da espessura da camada de PEDOT foi de 798
nm (Figura 38 (A))

Apés tratamento corona a espessura da camada polimérica na amostra
PEDOT/TC foi reduzida drasticamente, o valor absoluto foi de 341,1 nm; o que
comprova a degradacéo intensa do polimero. A rugosidade média foi mais suave, 26,3
nm, devido a diminuicéo da intensidade dos picos agregados formando aglomerados
e vales de elevada extenséo (Figura 38 (B)) semelhantes os sulcos visualizados no
MEV. A diminuicdo da rugosidade da superficie pode favorecer a remoc¢éo da enzima,
que fica apenas depositada na superficie do eletrodo ndo sendo adsorvida entre as

estruturas do transdutor.

A solucdo enzimatica ndo penetrou na camada de PEDOT com tratamento
corona, ficando imobilizada na superficie da amostra PEDOT/TC/GOX, o que gerou
um aumento consideravel da espessura da cobertura do eletrodo de trabalho, o valor
absoluto foi de 1,675 um (Figura 38 (C)). A morfologia da camada enzimética nao
aparenta possuir rugosidade elevada, porém a rugosidade média foi de 96,8 nm
indicando a presenca de grande quantidade de poros profundos, os quais sao
favoraveis para a penetracédo e aumento da area superficial de contato da solucéo de
glicose com as enzimas imobilizadas, se as mesmas permanecerem aderidas ao

transdutor.

5.2.3. Caracterizacao Eletroquimica do Biossensor de PEDOT/TC

5.2.3.1. Voltametria Ciclica

A Figura 39 mostra o0s voltamogramas ciclicos para o eletrodo sem
recobrimento (ELET), PEDOT/TC e PEDOT/TC/GOx com e sem glicose no meio de
andlise. Nao foi apresentado o voltamograma apenas com PEDOT pois ndo era de
interesse a resposta eletroquimica do PEDOT sem tratamento corona, tendo em vista
o grande numero de pesquisas que abordam o desenvolvimento de sensores para

deteccéo de glicose com PEDOT.

Marcele Arais Hocevar



RESULTADOS E DISCUSSAO 98

Figura 39 - Voltametria ciclica comparativa entre as etapas de construcao do biossensor e com
a adicdo de 3 mM de glicose no meio. A ciclagem foi realizada em PBS 10 mM pH 7,4 a
velocidade de varredura de 50 mV/s.
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O voltamograma para o eletrodo sem recobrimento (ELET) ndo apresenta
eletroatividade quando comparado com o sensor PEDOT/TC que apresenta
alteracdes na eletroatividade mas nenhum pico especifico de oxidacéo e de reducao.
O voltamograma apresenta uma pequena mudanc¢a no ciclo do sensor PEDOT/TC
quando comparado ao do biossensor PEDOT/TC/GOx, mas sem aumento na

densidade de corrente e pares redox.

O voltamograma do biossensor apresentou um incremento de densidade de
corrente com a adi¢do de glicose 3 mM ao meio de andlise, indicando que o protétipo
de biossensor de PEDOT com tratamento corona e GOx imobilizada na superficie é

sensivel a adi¢cdes de glicose.

O processo de difusdo das espécies em solucdo no interior do biossensor foi
verificado através de voltamogramas ciclicos, os quais mostram a eletroatividade do
biossensor PEDOT/TC/GOx em diferentes velocidades de varredura, de 25 a 200
mV/s. Os voltamogramas obtidos sdo mostrados na Figura 40 (A), onde ocorre um
incremento na densidade de corrente do voltamograma com o aumento da velocidade

de varredura sem definicdo dos picos redox do polimero tratado e da enzima.
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Figura 40 - Voltametria ciclica para a amostra PEDOT/TC/GOx em PBS 10 mM pH 7,4, em (A)
diferentes velocidades de varredura, de 25 a 200 mV/s; e em (B) diferentes concentracfes de
glicose,de 1 a3 mM e velocidade de varredura de 50 mV/s.
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Ao realizar as voltametrias ciclicas do biossensor PEDOT/TC/GOx em
diferentes concentracdes de glicose no meio, de 1 a 3 mM em PBS 10 mM (Figura 40
(B)), ndo ocorre um incremento de densidade de corrente de forma ordenada, ou seja,
conforme aumenta a concentracdo de glicose ndo ocorre um aumento proporcional
na densidade de corrente. Os voltamogramas em PBS 10 mM e em solugao de glicose
1 mM apresentam uma eletroatividade muito similar, com 2 mM de glicose ja é
possivel verificar um incremento na densidade de corrente, e com 3 mM este ocorre
de forma mais acentuada. Como a cronoamperometria permite a deteccao de glicose

com maior sensibilidade, foram realizadas medidas por este método.

5.2.3.2. Cronoamperometria para definicao do Potencial de Detecc¢ado de Glicose

O potencial de deteccdo através da cronoamperometria esta diretamente
relacionado aos potenciais de oxidacdo e reducdo determinados pela voltametria
ciclica. Como néo foi possivel verificar nos voltamogramas os potenciais de oxidacao
e reducédo do polimero e da enzima, o potencial de polarizagéo foi variado de -700 até
500 mV utilizando um sensor novo para cada potencial testado, em uma solucéo de
PBS 10 mM, realizando adicfes de glicose 1 mM a cada 100 s com o objetivo de
verificar a melhor resposta da densidade de corrente com adigbes sucessivas de

glicose (Figura 41).
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Figura 41 - Cronoamperometria para definicdo do potencial de detecc¢ao de glicose para os
sensores de PEDOT/TC/GOx em PBS 10 mM com adi¢cdes de glicose 1 mM a cada 100 s.

0~ . -0,1V
24 v
] 0,4V
-4
NA
£
(%]
< -6-
=
-0,6 V
-8 4
-10 -
-0,7 V|
-12 T T T T T T T T T T T
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100

t(s)

A Figura 41 mostra que cada adicdo de glicose em potencias negativos ocorre
gueda na densidade de corrente catédica. Os incrementos foram mais pronunciados
nos potencias de -700, -600 e -500 mV, e, conforme o potencial diminuia até chegar
em zero, ndo era mais possivel observar aumento na densidade de corrente com as
adicoes de glicose. O comportamento seguiu nos potenciais positivos, por isto 0s
mesmos ndo foram apresentados, indicando que o potencial de deteccdo estaria

localizado nos valores negativos.

Xu et al. (2014) desenvolveram um sensor com grafeno, polianilina e
nanoparticulas de ouro para deteccao direta de glicose no potencial de oxidacdo da
GOx, o potencial de deteccdo utilizado foi de -550 mV. Wang et al. (2011)
desenvolveram um biossensor para detectar glicose a partir da oxidagédo direta
realizada pela GOx utilizando nanotubos de carbono como substrato para a
imobilizacdo enzimatica. O potencial utilizado para a deteccéo foi -500 mV, indicando
gue as propriedades redox da enzima para a oxidacao direta da glicose ocorrem nos

potenciais indicados na Figura 41.

Para definir o potencial de polarizagdo para deteccdo de glicose na

cronoamperometria foram preparados sensores com e sem GOx para comparacao da
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resposta, os quais foram testados nos potenciais que apresentaram maior incremento

na corrente apos cada adicao (Figura 42).

Figura 42 - Determinacdo do potencial de deteccéo de glicose para o sensor produzido com
PEDOT/TC (sem GOx) e PEDOT/TC/GOx (com Gox) em (A) -700 mV, (B) -600 mV e (C) -500 mV,
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A Figura 42 (A) amostra o comportamento apresentado pelos sensores com e

sem GOx imobilizada, realizando adi¢cbes de glicose 1 mM no potencial fixo de -700
mV. O sensor PEDOT/TC apresenta um comportamento irregular, onde algumas
injecbes causam diminuicdo de densidade de corrente, enquanto que outras nao

produzem nenhuma resposta. O biossensor PEDOT/TC/GOx apresenta resposta

durante as quatro primeiras injecdes e apos o sistema ndo sofre mais perturbacdes.

Os sensores submetidos as adicfes de glicose 1 mM a cada 100 s em potencial

fixo de -600 mV, Figura 42 (B), apresentam comportamento sem alteracdo na

densidade de corrente apds cada adicdo para o sensor PEDOT/TC, indicando que o
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sensor ndo € capaz de oxidar a glicose sem a presenca da enzima, enquanto que o
biossensor recoberto com a enzima, PEDOT/TC/GOx apresentou incrementos de
densidade de corrente a cada adicdo, porém as perturbacdes ndo estabilizam

permanecendo em um constante aumento.

A Figura 42 (C) mostra perturbacdes sofridas pelos sensores PEDOT/TC/GOx
e PEDOT/TC com adic¢bes de glicose 1 mM em potencial fixo de -500 mV. O sensor
PEDOTI/TC, sem a presenca da enzima, apresenta apos cada adicdo de glicose o
mesmo valor de densidade de corrente, mostrando que o sensor sem a enzima
imobilizada em sua superficie ndo € capaz de oxidar a glicose. O biossensor
PEDOT/TC/GOx apresenta perturbacdes degrau seguindo um padréao de decréscimo
de densidade de corrente e detectando maiores concentragdes de glicose. O potencial
para a deteccdo de glicose através da oxidacdo direta pela GOx no biossensor
PEDOT/TC/GOx foi definido como -500 mV.

5.2.3.3. Detecgao de Glicose por Cronoamperometria e Definicgdo da Equagao
Caracteristica do Biossensor de PEDOT/TC/GOx

O biossensor, construido na configuracéo de sintese eletroquimica do PEDOT,
com tratamento corona e camada de GOx aplicada por casting, € capaz de detectar a
reacao de oxidagao da glicose pela GOx em cada perturbacao do sistema, apesar da
degradacédo do polimero e formacao de estrutura rica em carbono sobre a superficie
do eletrodo (Figura 43).

A Figura 43 mostra a densidade de corrente obtida para cada adi¢do de glicose
no biossensor PEDOT/TC/GOx a cada 50 s. A resposta do biossensor é rapida, sendo
capaz de detectar concentracées de glicose mais elevadas, como 12 mM, que

caracterizam niveis de glicose no corpo humano em condi¢gdes patologicas.
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Figura 43 - Cronoamperometria para detec¢cdo de glicose em PBS 10 mM, com adi¢cdes de

glicose 1 mM a cada 50 s em potencial de -500 mV.
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As perturbacdes realizadas na analise de cronoamperometria (Figura 43),

permitem definir a curva caracteristica do biossensor de PEDOT/TC/GOXx e obter a

equacao da reta, ou equacgdo caracteristica. A Figura 44 apresenta a relacdo da

densidade de corrente de pico versus concentracdo de glicose aplicada em oito

biossensores distintos realizando medidas em cada concentragéo.

Figura 44 - Curva e equacéo caracteristicas para determinacédo de glicose. Relagado entre a
concentracao de glicose aplicada no eletrodo e a corrente obtida. Representacdo da equacéo
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A Figura 44 mostra a relacdo linear entre a densidade de corrente e a
concentracdo de glicose no intervalo de concentracbes de 1 a 14 mM, onde o
coeficiente linear (R?) neste intervalo foi de 0,982. A sensibilidade do biossensor,
obtida pelo declive da equacdo caracteristica no intervalo linear, € de 0,1599
HA/mM.cm? e o limite de deteccéo, calculado com base na relagédo sinal-ruido de 3, é
de 7,29 mM. Para concentracOes superiores a 14 mM o biossensor apresenta um
desvio da linearidade da equacado caracteristica maior do que 5%, quando este é
superior a 5% o0 biossensor ndo apresenta uma resposta ideal conforme verificado por
Skoog et al. (2006) A afinidade biologica apresentada pelo biossensor na difusdo do
substrato pode ser definida pelo Km em 1,73 mM, indicando uma boa afinidade
biol6gica e elevada velocidade de dissociacdo da glicose pela enzima e formacgéo de

acido gluconico.

Pela equacédo da reta pode-se determinar um valor de concentracdo conforme
uma medida de densidade de corrente, onde o PEDOT com tratamento corona é
responsavel pelo transporte de elétrons até a base do eletrodo, atuando como
transdutor e caracterizando o funcionamento de um biossensor amperométrico de
terceira geracdo. Ao adicionar uma amostra com glicose no biossensor
PEDOT/TC/GOx e realizar uma leitura de densidade de corrente é possivel determinar

a concentracdo de glicose pela equacao caracteristica do biossensor, equacéo (5):
j=-0,1599 C — 4,3276 (5)

Rearranjando a equacdo em funcédo da variavel desconhecida, ou seja, em
funcao da concentragao de glicose, resulta a equacéo (6):

=_< j+4,3276> ©

0,1599

Onde: C= concentracdo de glicose a ser medida em mM; j= densidade de

corrente elétrica produzida na deteccédo da glicose pela enzima em pA/cm?.
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O protétipo desenvolvido permite medir niveis de glicose no sangue para uma
pessoa saudavel e em condicBes patologicas nas concentraces de 2 a 14 mM de

glicose que equivalem de 30 a 240 mg/dL.

5.2.3.4. Deteccgao de Interferentes

A especificidade do sensor frente a adicdo de interferentes, ou seja, de
substancias que estédo presentes no fluido corporal, foi verificada através da adicéo
de aliquotas de 1 mM de dopamina, acido arico ou &cido ascorbico. Apos a adicao
dos interferentes foi realizada a adicdo de glicose. As perturbacdes obtidas pela

adicao de cada interferente podem ser visualizadas na Figura 45.

Figura 45 - Cronoamperometria para deteccdo de interferentes, &cido arico (AU), acido
ascorbico (AA), dopamina (DA) e glicose (GLU) em PBS 10 mM e potencial de -500 mV. A
adicdo de cada interferente ocorreu na concentracédo de 1 mM a cada 100 s.
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A curva mostra que o biossensor de PEDOT/TC/GOx para as primeiras adi¢cdes
ndo apresentava sua densidade de corrente estavel, pois com as adi¢cdes a densidade
de corrente diminuiu continuamente. Com a adi¢ao da glicose a densidade de corrente
do sistema alterou de -1,5 para -1,8 pA/cm? e apdés ao adicionar novamente os
interferentes o sistema permaneceu praticamente estavel. Uma nova adi¢do de GLU
provocou nova alteragéo da densidade de corrente menor que a primeira adicao de
GLU, mostrando diminui¢cao da sensibilidade do sensor.
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5.3. Sensor Nao-Enzimatico desenvolvido com PEDOT-OH

5.3.1. Construcao do Sensor de PEDOT-OH

A sintese do PEDOT-OH foi realizada por cronoamperometria em potencial de
0,8 V durante 10 s. O potencial foi determinado a partir dos dados de voltametria
ciclica em célula eletroquimica de acrilico, onde para cada eletrodo era utilizado um

volume de 100 uL de solucdo aquosa contendo 0,1 M de monémero de EDOT-OH;

0,1 M de LiClO4 e GOx na concentracao de 2000 U/mL (Figura 46).

Figura 46 — Voltametria ciclica de polimerizagdo do PEDOT-OH a partir do mondmero EDOT-OH
em solugé&o agquosa contendo 0,1 M de LiClO4 e 2000 U/mL de GOx, em eletrodo de carbono da
empresa DropSens e velocidade de varredura de 50 mV/s.
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Foi escolhido o potencial de polarizacéo de 0,8 V por estar situado no inicio do
aumento da corrente durante a varredura de potencial (Figura 46). A imobilizagao da
GOx durante a sintese eletroquimica do PEDOT-OH ocorreu por entrapment. O
polimero foi sintetizado em diferentes tempos, 30; 70 e 100 s. As curvas de

eletropolimerizacéo nos diferentes tempos podem ser visualizadas na Figura 47.
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Figura 47 - Eletropolimerizagdo do EDOT-OH em solugdo aquosa contendo 0,1 M de LiClOs e
2000 U/mL de GOx, em eletrodo de carbono da empresa DropSens.
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O comportamento eletroquimico dos sensores obtidos com diferentes tempos

de eletropolimerizacao esta representado na Figura 48.

Figura 48 — Voltametria ciclica dos sensores recobertos com PEDOT-OH e GOx sintetizados
com diferentes tempos de polimeriza¢do, em PBS 0,1 M e velocidade de varredura de 50 mV/s.
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No voltamograma do sensor polimerizado durante 30 s é observado o par redox
da GOx na regido de potenciais de -500 a -300 mV. Como o par redox foi observado

apenas no menor tempo de sintese, e Xu et al. (2013) observaram que tempos de
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sintese maiores produzem um filme polimérico de maior espessura sobre o eletrodo
sem aumento da porosidade e da area superficial de penetracdo do eletrdlito,
dificultando o transporte de elétrons da reacdo da enzima com a glicose até a
superficie do eletrodo de trabalho do sensor, foi decidido diminuir o tempo de sintese

para 10 s.

A eletropolimerizacdo do EDOT-OH com GOx sobre o eletrodo de carbono
durante 10 s pode ser visualizada na Figura 49 (A). O comportamento eletroquimico
(Figura 49 (B)) do sensor recoberto com PEDOT-OH e GOx mostra o par redox da
GOx e do PEDOT-OH.

Figura 49 - (A) Eletropolimerizacdo do EDOT-OH em solug¢éo aquosa contendo 0,1 M de LiClO4
e 2000 U/mL de GOx, em eletrodo de carbono da empresa DropSens. (B) Voltametria ciclica
dos sensor recoberto com PEDOT-OH e GOx durante 10 s de polimerizacdo,em PBS 0,1 M e

velocidade de varredura de 50 mV/s.
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A formacédo de um filme fino de polimero condutor apresentou uma maior
sensibilidade para a deteccdo direta dos elétrons do processo de oxirreducdo do
cofator FAD da GOx. Xia; Wei e Wan (2010) afirmaram que filmes finos de polimero
condutor apresentam uma maior area especifica para a interacdo do substrato,
permitindo que este seja adsorvido e difundido na pelicula formada, o que favorece

uma maior sensibilidade e menor tempo de resposta do sensor.

Definidas as condi¢cdes de sintese para o sensor de PEDOT-OH com GOx
imobilizada durante a sintese eletroquimica, foram produzidos sensores sem enzima

nas mesmas condi¢cdes para comparacdo. Ainda foram produzidos sensores pelo
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mesmo método de sintese, mas com a enzima imobilizada por adsorcéo, para estudar

a eficiéncia de dois métodos de imobilizacao.

Apos a sintese do PEDOT-OH, o eletrodo com a camada polimérica seguiu
para geladeira durante 5 horas para garantir a completa secagem, apos foi aplicada
por casting a aliquota de 1 uL de solucdo enzimatica, preparada com tampao fosfato
salino (PBS) 0,1 M pH 7,4 e 1, 5ou 10 U/uL de GOx. Os sensores foram armazenados
em geladeira durante a noite garantindo a secagem das camadas que compdem o
eletrodo de trabalho. A quantidade de GOx imobilizada por adsorcao foi definida
através da verificacdo da eletroatividade dos sensores com diferentes concentracdes
de GOx aplicada por casting (Figura 50).

Figura 50 - Voltametria ciclica para determinacdo da quantidade de GOx imobilizada no
eletrodo de trabalho recoberto com PEDOT-OH, em PBS 0,1 M pH 7,4 a velocidade de
varredura de 50 mV/s.
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Nos voltamogramas foi possivel verificar os picos de oxidagcao e de reducéo do
PEDOT-OH além do par redox da GOx. O eletrodo com 5 U/sensor apresentou
incremento na eletroatividade do pico anddico do polimero e nos picos de oxidagéo e
de reducdo da GOx quando comparado aos sensores com 1 ou 10 U/sensor. Os

eletrodos com 1 ou 10 U/sensor apresentaram uma eletroatividade semelhante a
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eletroatividade do sensor sem GOx. Desta forma decidiu-se imobilizar 5 U/sensor de
GOx.

Os sensores foram nomeados da seguinte forma: sensores produzidos apenas
com PEDOT-OH passaram a ser chamados de PEDOT-OH, biossensores produzidos
com PEDOT-OH e GOx imobilizada durante a sintese por entrapment foram
chamados de PEDOT-OH+GOx, biossensores produzidos com PEDOT-OH e GOx
imobilizada por adsorgéo foram chamados de PEDOT-OH/GOx, conforme descrito na
Tabela 7.

Tabela 7 - Nomenclatura recebida pelos biossensores e quantidades de reagentes utilizados.

Sensor 10 s a 800 mV PEDOT-OH

2000 U/mL por

PEDOT-OH+GOx
entrapment

Biossensor 10 s a 800 mV

5 U/sensor por

~ PEDOT-OH/GOx
adsorcéo

Biossensor 10 s a 800 mV

5.3.2.1. Espectroscopia FTIR

A espectroscopia de FTIR foi realizada para verificar a formacao do PEDOT-
OH e a imobilizagdo da GOx no biossensor. Os espectros de FTIR-ATR do PEDOT-
OH e da GOx foram comparados com os dos sensores PEDOT-OH+GOx e PEDOT-
OH/GOx (Figura 51).

As bandas mais relevantes no espectro (Figura 51) para a formacdo do
PEDOT-OH s&do observados em 3669 cm?' e 2980-2900 cm™ atribuidas ao
estiramento O — H e ao estiramento alifatico — C — H, e em 1238 cm devido a
deformacéo — C — H, de grupos laterais CH2 e grupos metilenodioxi. As vibracfes em
1388 e 1059 cm sdo atribuidos aos modos de estiramento do anel do tiofeno e grupo
éter, respectivamente. A auséncia da banda de absor¢do a 3099 cm™ no espectro do

polimero prova que a polimerizacdo anddica dos monémeros ocorre nos carbonos 2
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e 5 dos anéis de tiofeno, proporcionando moléculas lineares. (FABREGAT et al., 2014;
LU et al., 2012)

Figura 51 - Espectros de FTIR do PEDOT-OH sintetizado sobre o eletrodo de trabalho, ap6s da
enzima GOXx, e das amostras PEDOT-OH/GOx e PEDOT-OH+GOX.
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A presenca da GOx pode ser percebida pelas bandas em 1527 cm™ relacionado
ao estiramento das ligagées C — N da amida Il e em 1640 cm relativo ao estiramento
das ligacdes C = O da amida |I. (BAGHAYERI, 2015; WISITSORAAT et al., 2013)

Ambos os sensores recobertos com PEDOT-OH e com GOx, apresentam as
bandas caracteristicas do PEDOT-OH e da GOx nos espectros da Figura 51. No
espectro obtido para o sensor PEDOT-OH/GOx, onde a enzima é imobilizada por
adsorcao, é possivel visualizar as bandas relacionadas a amida | e amida Il em 1644
e 1535 cm™ respectivamente, indicando a presenca da enzima na superficie do
sensor. As bandas relevantes ao PEDOT-OH podem ser observadas em 3017-2960
cm? atribuidas ao estiramento alifatico — C — H, em 1223 cm™ devido a deformacéo —
C — H, de grupos laterais CHz2 e grupos metilenodioxi, em 1372 cm* relativo ao
alongamento do anel de tiofeno e em 1093 cm* atribuido ao alongamento do grupo
éter. Nao é possivel verificar a presenca da banda caracteristica do estiramento da

ligacdo O — H, porém é possivel observar uma banda em 1739 cm™ sugerindo a
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formacdo de grupos ésteres a partir do grupo —OH do PEDOT-OH com &cidos

carboxilicos oriundos dos aminoacidos presentes na GOX.

O espectro do biossensor PEDOT-OH+GOx apresenta 0s picos caracteristicos
do PEDOT-OH, inclusive a banda de estiramento das ligagdes O — H em 3677 cm™, e
da GOx, indicando que a enzima foi imobilizada entre as estruturas do PEDOT-OH,

mas nao sofreu interacdo durante a sintese eletroquimica.

5.3.2.2. Microscopia Eletrénica de Varredura com Espectroscopia de Difracdo de
Raio - X

Na Figura 52 é possivel observar as imagens de microscopia eletronica de
varredura para os sensores PEDOT-OH, PEDOT-OH/GOx e PEDOT-OH+GOX.

Figura 52 - Imagens obtidas por microscopia eletrénica de varredura para 0s sensores
recobertos com PEDOT-OH em (A), (D) e (G); PEDOT-OH/GOx em (B), (E) e (H); e PEDOT-
OH+GOx em (C), (F) e (I).
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As imagens de microscopia eletronica de varredura (Figura 52 (A), (B) e (C))
mostram um completo recobrimento da superficie ativa dos eletrodos de trabalho
durante a polimerizacao eletroquimica por 10 s. Na amostra PEDOT-OH/GOx (Figura
52 (B)) é possivel verificar o recobrimento do filme de PEDOT-OH com a solucao
enzimatica por casting. A solu¢do de PBS 0,1 M com 5 U/uL n&o recobriu por completo
o eletrodo polimerizado, ficando uma pequena area sem enzima adsorvida, porém a
presenca dessa s6 pode ser observada na micrografia. Ainda, observa-se a presenca
de cristais de sais, da solucdo de PBS 0,1 M, apés completa secagem do biossensor.

A superficie do sensor PEDOT-OH (Figura 52 (D)), € homogénea sendo
recoberta com uma estrutura com a mesma morfologia em toda a sua extenséo. A
estrutura é formada por granulos de diferentes tamanhos e poros, o que contribui para
0 aumento da area superficial. Os tamanhos dos granulos obtidos ndo podem ser
definidos de forma exata, mas a Figura 52 (G) permite afirmar que oS mesmos variam
de 100 a 400 nm.

A imobilizacdo da enzima sobre a camada polimérica por casting formou uma
camada enzimatica sobre o polimero na amostra PEDOT-OH/GOx (Figura 52 (B), (E)
e (H)). Pequenos poros e rachaduras sao visualizados na superficie (Figura 52 (E)),
em algumas rachaduras (Figura 52 (H)) onde € possivel verificar o polimero condutor,
indicando que a GOx ndo penetra na camada polimérica, ficando adsorvida apenas
na superficie, ou penetra apenas na camada superficial do PEDOT-OH e ndo em toda
sua espessura. A formacéo desta camada enzimatica na superficie do polimero pode
ser desfavoravel para o biossensor devido a facilidade de remoc¢éo da enzima durante
a deteccao, prejudicando o transporte de elétrons da oxidagdo da glicose pela GOx

até a superficie do sensor.

Com a adicdo da enzima ao meio de sintese para a obtencdo da amostra
PEDOT-OH+GOx (Figura 52 (C), (F) e (1)), foi obtida uma estrutura com a mesma
morfologia homogénea do polimero em toda a superficie. O PEDOT-OH sintetizado
com a presenca da GOx possui uma estrutura granular, como observado para o
PEDOT-OH sintetizado sem a presenca da GOx, recoberto por uma espécie de

membrana ligando um granulo a outro.
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As analises de espectroscopia de Energia Dispersiva por Raios — X (EDX)
obtidas para as amostras PEDOT-OH, PEDOT-OH+GOx e PEDOT-OH/GOx podem

ser observadas na Figura 53.

Figura 53 - Espectroscopia de EDX das amostras (A) PEDOT-OH, (B) PEDOT-OH/GOX, e (C)
PEDOT-OH+GOxX.
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Todas as amostras apresentam a presenca de enxofre, caracteristico da
estrutura do anel do PEDOT-OH. O nivel de dopagem do PEDOT-OH foi estimado
usando arelacéo Cl / S pela % de atomos derivados da espectroscopia EDX (Tabela
8), e foi de aproximadamente 0,87; valor este muito superior quando comparado ao
valor de 0,54 obtido por Ocampo et al. (2006) para o PEDOT. Este alto grau de

dopagem explica a alta eletroatividade observada no voltamograma do PEDOT-OH.

Nas amostras PEDOT-OH/GOx (Figura 53 (B)) e PEDOT-OH+GOx (Figura 53
(©)), foi possivel verificar pequenas quantidades de nitrogénio, indicando a presenca

da enzima na superficie do eletrodo apds imobilizagdo por entrapment, na
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polimerizacao eletroquimica ou por adsorcao na aplicacéo por casting. Os cristais de
sais visualizados no MEV para o sensor PEDOT-OH/GOx sao verificados no EDX
(Figura 53 (B)) pela presenca de picos de sodio e potassio, elementos presentes na
composicdo da solugao tampéao fosfato salino 0,1 M. Pode-se visualizar na Tabela 8

as quantidades de cada elemento em cada amostra.

Tabela 8 - Porcentagens de cada elemento atdmico nas amostras de PEDOT-OH, PEDOT-
OH/GOx e PEDOT-OH+GOx obtidas por EDX.

Elemento Peso % Atomos % Peso% Atomos % Peso% Atomos %
Carbono (C) 72,04 64,08 72,17 59,76 185,57 74,38
Oxigénio (O) 5,89 3,98 15,34 9,53 12,03 3,62
Enxofre (S) 49,60 16,71 14,69 4,56 40,05 6,01
Nitrogénio (N) 6,09 4,32 21,01 7,22

Cloro (Cl) 46,02 14,52 52,40 14,70 64,59 8,77
Potassio (K) 11,13 2,83

Sédio (Na) 6,17 2,67
Fosforo (P) 5,05 1,62

Total 173,55 100 183,04 100 323,26 100

5.3.2.3. Microscopia de Forga Atémica

Os biossensores produzidos com PEDOT-OH e GOx foram analisados atraves
de AFM para visualiza¢céo das diferencas na superficie e na rugosidade média quando
a enzima € imobilizada durante a sintese ou por adsor¢do, além de verificar a area
superficial disponivel para penetracdo da solugdo contendo glicose durante a
deteccdo. As imagens topograficas da superficie dos biossensores sdo apresentadas

na Figura 54.
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Figura 54 - Microscopia topografica das superficies dos biossensores durante as etapas de
construcgéo, (a) PEDOT-OH, (b) PEDOT-OH/GOx e (c) PEDOT-OH+GOX.
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A topografia do sensor recoberto apenas com o filme de PEDOT-OH apresenta
pequenos aglomerados de macromoléculas agregadas distribuidas
homogeneamente. Isto corresponde a topografia tipicamente encontrada nos PIC’s
heterociclicos com um crescimento linear. A rugosidade média obtida foi de 86,8 nm,

indicando a presenca de poros e granulos aglomerados na superficie, o que é
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verificado pelo valor absoluto da espessura da camada de PEDOT-OH de 1,235 um
(Figura 54 (A)).

O biossensor PEDOT-OH/GOx sofreu um acréscimo na espessura do
recobrimento do eletrodo de trabalho (Figura 54 (B)), quando comparado ao eletrodo
PEDOT-OH, onde o valor absoluto da espessura das camadas de PEDOT-OH e GOx
imobilizada por adsorcao, foi de 1,335 um, sendo este acréscimo proveniente da
aplicacdo da camada enzimatica. A rugosidade média apresentou valores elevados,
109 nm, quando comparado a amostra de PEDOT-OH, devido a presenca de poros
profundos, apesar de visualmente a amostra aparentar ser plana. A presenca destes
poros é favoravel para aumento da area superficial de contato da solucao de glicose

com a enzima imobilizada.

A topografia apresentada pelo sensor com PEDOT-OH+GOx (Figura 54 (C)),
apresenta um recobrimento mais espesso, com valor absoluto de 2 um. A superficie
apresentou novamente a presenca de granulos aglomerados distribuidos
homogeneamente como encontrado na superficie do filme de PEDOT-OH, porém a
presenca da enzima durante a sintese fez com que os granulos fossem envolvidos
por uma espécie de membrana, unindo uns aos outros e aumentando a espessura do
filme. A rugosidade média do filme foi medida em 132 nm, devido a presenca de poros
e de aglomerados, os quais favorecem no aumento da &rea superficial de contato e

uma maior interacdo das enzimas com a solucéo de glicose.

5.3.2. Caracterizacao Eletroquimica do Sensor de PEDOT-OH

5.3.3.1. Voltametria Ciclica

O comportamento eletroquimico dos biossensores, com a enzima imobilizada
por adsorcao ou durante a sintese, foi verificado por voltametria ciclica em solucao de
PBS 0,1 M (Figura 55).
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Figura 55 - Voltametria ciclica comparativa entre as etapas de construgcao do sensor para as
duas condi¢gdes de imobilizacdo da GOx. A ciclagem foi realizada em PBS 0,1 M pH 7,4 a
velocidade de varredura de 50 mV/s.
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O eletrodo sem recobrimento (ELET) ndo apresenta eletroatividade (Figura 55).
O voltamograma do sensor recoberto com PEDOT-OH apresenta um pico anddico de
corrente em aproximadamente 50 mV, o qual indica o estado mais oxidado do
polimero, e em -125 mV o pico catédico. O polimero possui comportamento de
oxirreducdo reversivel e o alto grau de dopagem calculado pelo EDX pode ser

verificado na elevada eletroatividade apresentada pelo voltamograma do PEDOT-OH.

Os voltamogramas das amostras PEDOT-OH+GOx e PEDOT-OH/GOx
mostram uma mudanca no ciclo apresentando o par redox da enzima. O pico de
oxidacéo da GOx no sensor PEDOT-OH+GOx ocorre em -380 mV e o de reducéo em
-510 mV, o sensor PEDOT-OH/GOx apresenta em -430 mV o pico de oxidacao e -570
mV o pico de reducao, valores proximos aos verificados por Xu et al. (2014) e Hui;
Feng e Zhan (2015). A comparacéo da resposta do voltamograma do PEDOT-OH com
os voltamogramas dos biossensores PEDOT-OH/GOx e PEDOT-OH+GOx mostra
gue a enzima nao desempenha qualquer efeito electrocatalisador nos processos de
oxidacéo-reducéo do PEDOT-OH, apresentando apenas o comportamento redox de

seu cofator FAD.

Os biossensores PEDOT-OH/GOx e PEDOT-OH+GOx apresentam um

pequeno decréscimo de densidade de corrente nos picos redox do polimero quando
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comparado ao voltamograma do sensor PEDOT-OH. Este decréscimo pode estar
relacionado ao fato de que a enzima ndo apresenta um carater condutor, atuando

como um isolante.

Ao adicionar glicose 1 mM ao meio de andlise, o sensor PEDOT-OH apresentou
menor eletroatividade quando comparada com os sensores com GOx imobilizada,
mostrando que os sensores com GOXx sdo capazes de oxidar a glicose (Figura 56). O
par redox da enzima pode ser observado para ambos 0s sensores, estando
localizados para o sensor PEDOT-OH+GOx o pico de oxidacdo em -450 e o de
reducao em -525 mV, e para o sensor PEDOT-OH/GOx em -400 mV o pico anddico e

em -430 mV o pico catodico.

Figura 56 - Voltametria ciclica comparativa entre as etapas de construgao do sensor para as
duas condi¢cdes de imobilizagdo da GOx adicionando glicose 1 mM ao meio. A ciclagem foi
realizada em PBS 0,1 M pH 7,4 & velocidade de varredura de 50 mV/s.
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A seguir serdo apresentados os resultados obtidos para o sensor com GOx
imobilizada por adsorgéo, sobre o filme polimérico, sensor PEDOT-OH/GOXx, e apos,
os resultados do sensor com GOx imobilizada durante a sintese eletroquimica, sensor
PEDOT-OH+GOX.
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5.3.3.2. Eletroatividade do sensor com GOx imobilizada por Adsorgao

A eletroatividade do biossensor PEDOT-OH/GOx foi testada em velocidades
de varredura de 25 a 200 mV/s em PBS 0,1 M. O intervalo de potenciais utilizado para
as ciclagens foi de -200 a -800 mV, pois o par redox da GOx esta localizado dentro
deste intervalo. A Figura 57 mostra os voltamogramas obtidos, e no detalhe a relacdo
entre as densidades de corrente dos picos catédicos e anddicos da enzima nas

diferentes velocidades de varredura.

Figura 57 - Voltametria ciclica para a amostra PEDOT-OH/GOx em PBS 0,1M em velocidades de
varredura de 25 a 300 mV/s, e no detalhe relacdo entre as densidades de corrente dos picos
catédicos e anddicos e diferentes velocidades de varredura, e linha de tendéncia com equacéao
caracteristica.
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Conforme a velocidade de varredura aumenta, os picos anddicos e catédicos

da enzima tem um acréscimo de densidade de corrente, este aumento produz uma
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relacdo linear, gerando uma equacdo de reta, o que indica que o processo é

controlado pelo transporte de massa por difusdo na superficie.

Essas caracteristicas eletroquimicas de uma rea¢do enzimatica controlada por
um processo de superficie € o esperado devido ao tipo de imobilizacéo realizada, o
que também foi verificado por Tang; Li e Zeng (2015) e Xu et al. (2014). A enzima
GOx demonstrou ter modificado a superficie do eletrodo, onde a razdo entre a
densidade de corrente do pico anddico e a densidade de corrente do pico catodico
sdo praticamente constantes, indicando que a transferéncia de elétrons entre a GOx

e o eletrodo é facilmente realizada pelo PEDOT-OH.

5.3.3.3. Cronoamperometria para definicao do Potencial de Detecgao de Glicose

no sensor com GOx imobilizada por Adsorgao

O potencial foi definido pela variagdo do potencial de polarizacdo de -700 até
500 mV em uma solucédo de glicose 1 mM, utilizando um sensor novo para cada
potencial testado, com o intuito de verificar uma mudanca no comportamento da
corrente de estabilizagéo para cada potencial com a presenca de glicose no meio de
analise durante 200 s (Figura 58).

Figura 58 - Cronoamperometria para definicdo do potencial de deteccéo de glicose para o
sensor construido com PEDOT-OH/GOx em PBS 0,1 M. Detalhe indica a densidade de corrente
de estabilizacdo para cada potencial verificado em 200 s.
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A Figura 58 mostra que a densidade de corrente catdédica em estado
estacionario sofre diminuicdo com o alteracdo do potencial de -100 até -600 mV e
apos sofre um aumento com a alteragdo do potencial para -700 mV. Nos potenciais
positivos, ao aumentar o potencial aplicado ocorria um acréscimo na j, como verificado
nos potenciais de 100 e 200 mV, por isto os demais potenciais ndo foram
apresentados. O potencial de -600 mV apresentou 0 menor valor de densidade de
corrente indicando que o potencial de deteccdo poderia estar localizado no valor
negativo. O potencial de -600 mV é superior aos potenciais encontrados para o par

redox da GOx na voltametria ciclica (Figura 56).

A deteccéo de glicose por cronoamperometria foi confirmado com a resposta
dos sensores PEDOT-OH e PEDOT-OH/GOx, no potencial de polarizagéo de -600 mV
vs Ag/AgCl em solucéo de PBS 0,1M com adi¢Bes de aliquotas de solucéo de glicose
1 mM. A Figura 59 mostra as perturbacdes sofridas pelos sensores com as adi¢des

de glicose.

Figura 59 - Determinacdo do potencial de deteccéo de glicose para o sensor produzido com
PEDOT-OH (sem GOx) e PEDOT-OH/GOx (com GOx) em -600 mV PBS 0,1 M e adi¢cdes de
glicose 1 mM a cada 100s.
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Os sensores PEDOT-OH e PEDOT-OH/GOx apresentaram comportamento
semelhante para cada adicao de glicose, conforme realizava uma adicao de glicose

Nno meio ambos 0s sensores sofriam um incremento de densidade de corrente muito
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similar, indicando que o sensor sem a presenca de enzima imobilizada apresenta
resposta idéntica ao sensor com enzima, sendo capaz de oxidar a glicose a acido

gluconico.

Como a resposta cronoamperomeétrica para a injeccao de glicose nos sensores
foi muito semelhante, o sensor PEDOT-OH foi perturbado por uma injecéo de solucéo

PBS 0,1 M para ver se o0 eletrodo ndo detectava o mesmo (Figura 60).

Figura 60 - Cronoamperometria para deteccéo de PBS e glicose (GLU) em PBS 0,1 M e
potencial de -600 mV. Cada perturbacéo ocorreu na concentracdo de 1mM a cada 100 s.
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A injecdo provocou uma variagdo na densidade de corrente, porém esta voltou
a estabilizar no seu valor inicial, mostrando que as perturbagcdes detectadas pelo
sensor nao foram ocasionadas pela injecéo da solucéo tampéo fosfato salino sobre o
sensor. Apos a adicdo de PBS 0,1 M foram realizadas injecdes de glicose 1 mM em

PBS 0,1 M, que produziram perturbagfes degrau da densidade de corrente.

A seletividade do sensor PEDOT-OH foi examinada mediante a injecgéo
sucessiva de glicose e de interferentes na célula contendo PBS 0,1 M. Este estudo foi
realizado para verificar se o sensor ndo enzimatico detecta a oxidacdo da glicose a
acido glucénico com a presenca de outras substancias e se o sensor é seletivo frente

as espécies interferentes, acido arico, (AU), acido ascoérbico (AA) e dopamina (DA),

Marcele Arais Hocevar



RESULTADOS E DISCUSSAO 124

as quais estdo presentes em amostras biolégicas, respondendo apenas as injecées

de glicose (Figura 61).

Figura 61 - Cronoamperometria para deteccdo de interferentes, acido urico (AU), acido
ascorbico (AA), dopamina (DA) e glicose (GLU) em PBS 0,1 M e potencial de -600 mV. A adicao
de cada interferente ocorreu na concentracdo de 1 mM a cada 100 s.
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A Figura 61 mostra que AU, AA e DA nao bloqueiam o sinal de glicose. As
injecOes de interferentes produzem uma variagao no sistema, mas este retorna ao seu
valor de densidade de corrente antes da perturbacéo, ndo produzindo um degrau na
resposta. A injecao de glicose apos a adi¢ao dos interferentes provocou uma variagao
significativa da densidade de corrente, ndo retornando ao seu valor inicial. Estes
resultados indicam que o sensor PEDOT-OH pode ser utilizado com sucesso na
presenca destes agentes interferentes, oferecendo seletividade analitica para o

Sensor.

5.3.3.4. Detecgao de Glicose por Cronoamperometria e Definicgdo da Equagao

Caracteristica para o Sensor PEDOT-OH

O sensor construido com PEDOT-OH sem a presenca de GOx € capaz de
detectar os elétrons produzidos pela reacdo de oxidacdo da glicose em cada
perturbacao do sistema (Figura 63). Estudos utilizam eletrocatalizadores, como metais
de transicao, (CHOI et al., 2014; HUI et al., 2015) para a oxidag&o eletroquimica direta
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da glicose por sensores ndao enzimaticos, onde a catalise ocorre em um meio alcalino
devido a capacidade de oxirreducdo presente nos metais. Os eletrodos recobertos
com metais induzem a formacdo de uma camada de hidroxilas adsorvidas na
superficie, ocorrendo a dehidrogenacéo e a rea¢ao de oxidacao da glicose conforme
verificado por Ismail et al. (2014). Porém a eletrooxidacao direta da glicose por estes

agentes catalizadores metalicos € muito lenta.

Choi et al. (2014) descreveram o processo de oxidacao da glicose por eletrodos
modificados com niquel (Figura 62), como agente catalisador metalico em meio

alcalino, através das seguintes reacfes quimicas:

Em NaOH 0,1 M
Ni + 2 OH" ~ Ni(OH)2+2 e
Ni(OH)2 + OH » NIO(OH) + e + H2
NiO(OH) + glicose »  Ni(OH)2 + gluconolactona

O processo de oxidacéao eletrocatalitica da glicose por eletrodos modificados
com niquel é baseada na formacao de uma pelicula superficial de niquel-oxi-hidroxido

possuindo excelente reversibilidade e elevada atividade eletrocatalitica.

Figura 62 — llustracdo de célula eletroquimica com trés eletrodos ligados a um potenciostato, e
no detalhe o eletrodo de trabalho de carbono vitreo modificado com nanotubos de carbono
recobertos com niquel, que catalisam a oxidagao da glicose.

Célula eletroquimica
com trés eletrodos

Potenciostato
.

Ni + 20H™ > Ni(OH), + 2e~ Eletrodos d BBRo Vitreo
(em 0.1 M NaOH) , = modificados com nanotubos de

carbono recobertos com Ni

Ni(OH),

/ Gluconolactona
i
\ Glicose

NiOOH

Fonte: Adaptado de Choi et al. (2014, apendice A, material suplementar).

O processo de deteccdo no sensor de PEDOT-OH é baseado na substituicao
da atividade eletrocatalitica da GOx e/ou agentes inorganicos por grupos hidroxila

exociclicos. Os espectros de FTIR para o polimero evidenciam um desvio da vibracao
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de alongamento das ligacdes O — H, o qual foi atribuido a uma reducao das ligacées
de hidrogénio intermoleculares entre polimero — polimero, facilitando a acessibilidade
de grupos hidroxila secundarios e, por conseguinte, a sua participagdo na catélise da
oxidacdo da glicose. Assim, a proximidade dos grupos hidroxila no esqueleto de
politiofeno eletroativo, combinado com meios de acessibilidade, favorece a sua
ativacdo em resposta a aplicacao do potencial elétrico, induzindo a sua participacao

como catalisador no mecanismo de reacao global oxidando a glicose.

Figura 63 - Cronoamperometria para deteccdo de glicose em PBS 0,1 M, com adi¢8es de
glicose 1 mM a cada 100 s em potencial de -600 mV.
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O sensor de PEDOT-OH detecta glicose sem necessitar da enzima GOx para
a catalise, e as injecdes de glicose no sistema produzem perturbacdes na densidade
de corrente (Figura 63), que permitem definir a equacdo caracteristica do sensor
PEDOT-OH (Figura 64), apresentando a relagcdo da densidade de corrente de pico
versus concentracdo de glicose aplicada em oito sensores distintos realizando
medidas para cada concentracao.
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Figura 64 - Curva e equacéo caracteristicas para determinacgao de glicose. Relacédo entre a
concentracdo de glicose aplicado nas tiras e a corrente obtida. Representacdo da equacdo da
reta para o sensor.
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A Figura 64 apresenta a relacao linear entre a densidade de corrente e a
concentracéo de glicose. Esta foi estabelecida no intervalo de concentragcdo de 1 a 9
mM, obtendo um coeficiente linear, R?, de 0,963, e uma sensibilidade, obtida a partir
do declive do intervalo linear, de 2,241 pA/mM.cm?. Quando a concentracao é superior
a 9 mM, o desvio da linearidade é 6%, indicando que as medidas ndao sdo mais ideais,
presumivelmente devido a uma alteracdo do transporte de massa, controlando a
corrente cineticamente nas concentracdes superiores a 9 mM. O limite de deteccéao,
o qual foi calculado com base na relacéo sinal-ruido de 3, é de 0,9 mM. Como este
sensor nao possui uma enzima imobilizada a constante de Michaelis-Menten néo é

calculada pois nédo existe esta interagao entre enzima e substrato.

Pela equacao da reta pode-se a partir de uma densidade de corrente medida
determinar o valor de concentracdo de glicose aplicada, onde o PEDOT-OH é
responsavel pela oxidacéo da glicose e transporte de elétrons até a base do eletrodo,
caracterizando o funcionamento de um sensor amperomeétrico ndo enzimatico. Ao
adicionar uma amostra com glicose no sensor PEDOT-OH e realizar uma leitura de
densidade de corrente € possivel determinar a concentracao de glicose pela equacao

caracteristica do biossensor, equacéo (7):
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j=-2,241 C — 5,4224 (7)

Rearranjando a equacdo em funcdo da variavel desconhecida, ou seja, em

funcdo da concentragao de glicose, resulta a equacéo (8):

) ( i+ 5,4224> -

2,241

Onde: C= concentracdo de glicose a ser medida em mM; j= densidade de

corrente elétrica produzida na deteccédo da glicose pela enzima em pA/cm?.

O protétipo permite medir niveis de glicose no sangue para uma pessoa
saudavel e em condi¢Bes patoldgicas nas concentragdes de 2 a 9 mM de glicose que
equivalem de 30 a 155 mg/dL, podendo ser utilizado por pessoas que necessitam do

acompanhamento dos niveis de glicose.

Devido aos resultados apresentados pelo sensor PEDOT-OH frente a deteccéo
de glicose sem a presenca da enzima GOx imobilizada em sua superficie,
caracterizando um sensor ndo enzimatico, e a pobre sensibilidade obtida pelos
sensores PEDOT-OH+GOx, conforme pode ser observado na Figura 65, a utilizac&o
da enzima GOx na construcdo deste sensor ndo € viavel tanto do ponto de vista pratico

guanto econdmico.

Os resultados obtidos para o sensor PEDOT-OH+GOx para a deteccao de
glicose através de cronoamperometria com as perturbagcdes ocasionadas por adicdes
de glicose 1 mM em PBS 0,1 M, sdo apresentados na Figura 65. As perturbacdes
foram realizadas em potencial fixo de -300 mV, pois este caracterizou-se como o0 mais

adequado para este sensor.

Marcele Arais Hocevar



RESULTADOS E DISCUSSAO 129

Figura 65 - Cronoamperometria para detec¢ado de glicose em PBS 0,1 M, com adi¢cbes de
glicose 1 mM a cada 50 s, representadas pelas flechas pretas no sensor de PEDOT-OH+GOx.
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O sensor sofre perturbacdes degrau seguindo um padrdo de acréscimo de
densidade de corrente, diminuindo o acréscimo em cada adicdo até que a mesma se
estabiliza. Ainda percebe-se que o0 acréscimo ndo € muito significativo de uma adicao
para a outra, nao ocorrendo uma variagcado significativa de valores. O biossensor,
construido na configuracdo de sintese eletroquimica com adicdo de GOx na sintese
para imobilizac&o por ligacdes covalentes € capaz de detectar os elétrons produzidos
pela reacdo de oxidacdo da glicose catalisada pela presenca da GOXx, porém as
perturbacdes ndo sao expressivas, o que pode prejudicar a sensibilidade do sensor

para niveis de glicose muito semelhantes.

Pelos resultados das perturbacbes realizadas na analise de
cronoamperometria, pode ser definida a curva caracteristica do biossensor de
PEDOT-OH+GOx e a equacao da reta. A Figura 66 apresenta a relacdo da
concentracéo de glicose aplicado nas tiras de teste rapido e a corrente elétrica obtida

através da equacéo da reta e o R?, coeficiente de relacéo da reta calculada.
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Figura 66 - Curva e equacéo caracteristicas para determinacéo de glicose. Relacédo entre a
concentracdo de glicose aplicado nas tiras e a corrente obtida. Representacdo da equacdo da
reta para o sensor.
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A sensibilidade do biossensor, que é de 0,0961 pA/cm? e o intervalo de
linearidade que é de 1 a 6 mM de glicose. O sensor ndo apresenta valores de detec¢éo
satisfatorios para portadores de diabetes. Os valores de leitura de densidade de
corrente para cada adicdo de glicose sdo muito préximos ndo representando um
sensor confiavel além de apresentar o valor de R? igual a 0,9558, indicando uma pobre

linearidade podendo ser prejudicial para as medidas.

A construcao do sensor PEDOT-OH+GOx néo é viavel tanto do ponto de vista
econdmico, por utilizar a GOx durante a sintese e em excesso para garantir sua
imobilizagéo, quanto do ponto de vista tecnoldgico, pois os resultados obtidos com as

adi¢cBes de glicose nao foram satisfatorios.
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6. TESTES PRELIMINARES COM AMOSTRAS DE
SANGUE

A aplicabilidade dos sensores PEDOT-OH foi examinada considerando
amostras de sangue reais extraidos a partir de cinco individuos diferentes, e
comparado com a resposta de um sensor comercial. O sensor desenvolvido com
PEDOT-OH recebeu aproximadamente trés gotas de sangue em sua superficie e a
andlise foi realizada em potenciostato 910 PSTAT mini da Metrohm, com utiliza¢éo do
software PSTAT. O potencial de polarizacao utilizado para a analise foi de -600 mV e
a medida foi realizada durante 200 s permitindo o equilibrio da densidade de corrente
(Figura 67). Os resultados, obtidos através da aplicacdo da curva de calibracéo
apresentada na Figura 64 foram confrontados com resultados obtidos para a mesma
amostra de sangue, analisadas pelo dispositivo de medida de glicose no sangue
OneTouch UltraMini®, comercializado pela companhia Johnson&Johnson, e

apresentados na Tabela 9.

Figura 67 - Deteccédo de glicose em duas amostras sanguineas de dois individuos diferentes
depositadas na superficie do sensor de PEDOT-OH em potencial de -600 mV. No detalhe sao
mostrados os valores para calculo da concentragdo equivalente a densidade de corrente
obtida e as medidas obtidas com o sensor comercial OneTouch UltraMini ®.
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O nivel de glicose medido pelo sensor comercial One Touch UltraMini® é
considerado preciso quando estd dentro do intervalo de +20% da medida do
laboratério (JOHNSON&JOHNSON, 2015). As concentracdes de glicose
determinadas pelo sensores PEDOT-OH apresentaram para quatro sensores um erro
inferior a 20% (Tabela 9) e um sensor apresentou um erro superior a 20% quando
comparado ao sensor comercial One Touch UltraMini®, provando o desempenho do
sensor baseado em PEDOT-OH quando comparado a sensores comerciais.

Tabela 9 - Comparacao entre os resultados analisados através do sensor desenvolvido com
PEDOT-OH e o sensor comercial OneTouch UltraMini ® da empresa Jonhson & Jonhson para
cinco amostras de sangue.

Concentragao de

: > OneTouch
glicose atra~ves da PEDOT-OH UltraMini ®  Erro (%)
Equacéo (mg/dL) (nalal

Caracteristica (mM) g
Individuo 1 5,049 90,96 90 1,07
Individuo 2 6,817 122,81 125 -1,75
Individuo 3 4,17 75,14 77 -2,41
Individuo 4 4,33 78,01 61 27,88
Individuo 5 4,40 79,33 90 11,85
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7. CONSIDERACOES FINAIS

Biossensores para a deteccdo de glicose sdo desenvolvidos e pesquisados
exaustivamente por inumeros centros de estudo. A Tabela 10 mostra o desempenho
dos sensores desenvolvidos neste estudo em comparagcao a sensores reportados na

literatura em relag&o ao intervalo linear, o limite de detecgéo e a sensibilidade.

Tabela 10 — Performance de diferentes sensores eletroquimicos para detec¢édo de glicose.

(SENEL; NERGIZ,

i (@)- - —
PPIAA@-Au-GOX 1-18 mM 0,05 mM 0,42 —
(NJAGI;
PPi/AUNPS/GOX 2,5 UM — 5 mM 2,1 uM 15,33 ANDREESCU,
2007)
NiNPs/PEDOT/RGO®) 1M = 5,1 mM 0,8 UM 36,15 (HUI et al., 2015)
GRAO®-PANI/CS®-GOX 10 UM —1,48 MM 2,76 UM 22,1 (FENG et al., 2015)
GRA/PEDOT:PSS/GOX 20 — 900 UM 0,3 UM 7,23 (WISITSORAAT et
al., 2013)
(SABURY;
PRGO®-AuUNPS/GOXx 0,4 — 4 UM 0,06 UM 15,04 KAZEMI; SHARIF,
2015)
001-05mM 033 pM 1094,80 LRI
PPi-NiO MOHAMAD:;
1-20mM 5,77 UM 62,87 ALIAS, 2015)
PPi/PEO 1-7mM 0,53 mM 16 Este Trabalho
PEDOT/TC/GOX 1-14mM 7,29 mM 0,982 Este Trabalho
PEDOT-OH 1-9mM 0,9 mM 2,241 Este Trabalho

(a) — poli(pirrol &cido propilico); (b) — oxido de grafeno reduzido; (c) — grafeno, (d) — quitosana; (e) — oxido de grafeno parcialmente
reduzido.
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A literatura reporta o desenvolvimento de sensores através de inUmeras formas
de sintese de polimeros condutores ou sem polimeros condutores, com a adicéo de
nanoestruturas metalicas, de grafeno, oxido de grafite; com a presenca ou ndo da
enzima GOx; porém poucos grupos de pesquisa acabam produzindo um protétipo
possivel de ser comercializado e utilizado pela populacdo com um baixo valor

agregado.

Os prototipos desenvolvidos neste estudo buscaram atender a necessidade de
desenvolvimento de um sensor possivel de ser comercializado. O sensor PEDOT-OH
foi desenvolvido sobre eletrodos de carbono comerciais, através de uma uUnica etapa
de producdo, a sintese do polimero condutor que dura 10 s, sendo seletivo a glicose
sem a adi¢cdo da enzima GOx, fatores que contribuem para a diminuigdo do valor

agregado do protétipo.

O sensor PPI/PEO nao apresentou seletividade apenas a glicose, sendo capaz
de detectar dopamina, ainda possui um intervalo linear que permite detectar glicose
em niveis saudaveis, ndo estando apto a utilizacdo para niveis patologicos. Por outro
lado as etapas de producdo deste protétipo sdo ideais para a producdo em larga
escala por uma unidade fabril. O suporte do sensor para aplicacdo do polimero
condutor e imobilizacéo da enzima séo eletrodos de carbono comerciais de baixo valor
agregado, a sintese do polimero condutor apesar de demorar 6 horas e mais 24 horas
para purificacdo permite a producdo de 2.500 sensores com 10 mL de polimero

sintetizado, representando um 6timo rendimento.

O Uunico sensor que nao atendeu as caracteristicas para ser produzido e
comercializado foi o PEDOT/TC/GOx, devido a impossibilidade de aplicar o tratamento
corona sobre eletrodos comerciais de carbono, exigindo o desenvolvimento sobre
eletrodos de carbono vitreo. Ainda o tratamento corona foi aplicado individualmente,
exigindo mais etapas de producdo por sensor. Por outro lado este protétipo
apresentou os melhores valores de intervalo linear, detectando glicose em niveis

saudaveis e patologicos, permitindo o controle de diabetes.

Os sensores desenvolvidos neste estudo apresentam como principal vantagem
a utilizacdo de materiais simples e um numero pequeno de processos, todos
praticaveis e ndo muito complexos. Outra vantagem é o intervalo linear de deteccéo

apresentado pelos prototipos estudados, que variam em intervalos muito proximos da
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concentracdo de glicose no sangue humano, diferentemente do verificado em grande

maioria dos sensores apresentados na Tabela 10.
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8. CONCLUSAO

Sensores para a deteccdo de glicose foram produzidos com polimeros
condutores (PEDOT-OH) e polimeros condutores e enzima glicose oxidase
(PPI/PEO/GOx e PEDOT/TC/GOx) imobilizada na superficie. Os polimeros
condutores foram produzidos por sintese quimica e eletroquimica e a enzima foi

imobilizada por adsorc¢ao.

Os trés polimeros estudados e os métodos de producédo dos trés protétipos
mostram-se favoraveis para o desenvolvimento de sensores para a deteccdo de
glicose. O recobrimento dos eletrodos pelos polimeros condutores foi efetivo e
favoravel para a imobilizacdo da enzima, porém a imobilizacdo ocorreu apenas na

superficie exterior da camada polimérica, ndo sendo adsorvida entre as estruturas.

O método de producéo utilizado para preparar o biossensor PPI/PEO/GOx é
simples e favoravel para sua producdo em escala, onde o PPi foi sintetizado
guimicamente na presenca PEO e obtencédo de uma dispersdo em agua, permitindo
sua preparacdo por casting. A configuracdo do biossensor pela aplicacdo de uma
camada de PPI/PEO e ap0s uma camada de GOx foi favoravel para a deteccdo de
glicose nas concentracdes de 1 a 7 mM, com sensibilidade de 16 pA/mM.cm?,
permitindo a deteccdo de niveis de glicose em pessoas saudaveis. O biossensor

detectou além de glicose, dopamina, o0 que caracteriza um limitante a sua utilizacao.

O biossensor preparado com PEDOT por sintese eletroquimica, tratamento
corona e imobilizacdo da enzima GOXx, apesar da degradacao do polimero e formacao
de estrutura ricas em carbono, foi capaz de detectar glicose em concentracdes de 1 a
14 mM a uma sensibilidade de 0,15 pA/mM.cm?, permitindo medir niveis de glicose
no sangue de pessoas saudaveis e em condigBes patoldgicas. O biossensor
PEDOT/TC/GOx foi especifico ndo detectando interferentes. O tratamento corona
impossibilitou o desenvolvimento deste protétipo sobre eletrodos de carbono
comerciais, devido a queima de seus circuitos elétricos, permitindo a sua construcao

para estudos laboratoriais.
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Utilizando o polimero PEDOT-OH foi possivel a construcdo de um sensor capaz
de detectar glicose sem a ajuda de agentes catalisadores enzimaticos ou inorganicos,
com desempenho comparavel a sensores sofisticados; que utilizam nanoparticulas de
ouro, grafeno; ou sensores comerciais. A estrutura quimica do PEDOT-OH com
propriedades aromaticas e grupos hidroxilas proximos ao anel de tiofeno promoveram
a oxidacao das moléculas de glicose. O sensor foi capaz de detectar concentracées
de glicose de 1 a 9 mM, com sensibilidade de 2,241 pA/mM.cm?, e seletividade a
deteccao de interferentes, o que possibilita a utilizacdo por pessoas que necessitam
do acompanhamento dos niveis de glicose no sangue. O desenvolvimento do sensor
PEDOT-OH pode ser realizado sobre eletrodos de carbono comerciais, o que facilita
0 processo de fabricacdo e a obtencdo de um protétipo simples, com apenas uma
etapa de producdo.

Os resultados alcancados com o sensor PEDOT-OH fomentam a continuacao
de estudos promissores quanto a deteccdo com amostras bioldégicas e o

desenvolvimento de um proto6tipo comercial.
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9. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

e Realizar testes com sangue para determinar a precisdo dos resultados em
diversas amostras, com diferentes niveis de glicose, e comparar os resultados

obtidos para o sensor com analises realizadas em laborat6rios clinicos.

e Determinar o tempo de vida util do sensor PEDOT-OH viabilizando a sua

producao.

e Estimar o custo de producdo do sensor PEDOT-OH e de um dispositivo

eletrénico que realize a leitura do sinal e converta em concentragéo de glicose.

e Estudar a aplicacdo do tratamento corona sobre polimeros convencionais, e
testar a eletroatividade apresentada para a estrutura molecular formada apés
o tratamento, verificando se a mesma pode ser utilizada para a deteccao de

glicose.
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