UNIVERSIDADE DE SA}O PAULO
INSTITUTO DE QUIMICA

Programa de Pos-Graduacao em Quimica

MARIANA PEREIRA MASSAFERA

Desenvolvimento de novas plataformas poliméricas

para deteccéo eletroquimica de aménia e uréia

Sao Paulo

06/10/2010



MARIANA PEREIRA MASSAFERA

Desenvolvimento de novas plataformas poliméricas

para deteccao eletroquimica de aménia e uréia

Tese apresentada ao Instituto de Quimica da
Universidade de Sao Paulo para obtencéo do

Titulo de Doutor em Quimica.

Orientadora: Profa. Dra. Susana Inés Coérdoba de Torresi

Sao Paulo
2010



Mariana Pereira Massafera

Desenvolvimento de novas plataformas poliméricas para deteccao eletroquimica de
amonia e uréia.

Tese apresentada ao Instituto de Quimica da
Universidade de Sao Paulo para obtencao do

Titulo de Doutor em Quimica.

Aprovado em:

Banca Examinadora

Prof. Dr.

Instituicéo:

Assinatura:

Prof. Dr.

Instituic&o:

Assinatura:

Prof. Dr.

Instituicao:

Assinatura:

Prof. Dr.

Instituic&o:

Assinatura:

Prof. Dr.

Instituic&o:

Assinatura:




A Leilinha, minha mée, amiga e companheira,
cujo apoio e incentivo incondicionais foram

fundamentais no decorrer deste trabalho.



AGRADECIMENTOS

v Aos Profs. Susana e Roberto Torresi, pela receptiva acolhida desde o primeiro
contato, por tudo que me ensinaram, pela excelente orientacdo, pela confianca e

pelo futuro profissional que me ajudaram a construir.

A FAPESP, pelo apoio financeiro desde a iniciacéo cientifica, e aos demais 6rgaos
de fomento (CNPq, INCT-Bioanalitica, CNRS).

Ao Instituto de Quimica da USP, pela 6tima infra-estrutura oferecida, e aos seus

funcionérios, pela colaboracéo.

A Profa. Dra. Teresa lwasita, por ter me introduzido no universo da pesquisa, e cuja

postura académica € e sempre sera um referencial para mim.

Aos Professores que me ensinaram muito e me motivaram, e nos quais me espelho
até hoje: Edson Cau (Colégio Villa Lobos), Hidetake Imasato, Ubirajara P. Rodrigues
Filho, Francisco C. Nart, Ernesto R. Gonzalez (IQSC-USP) e Paulo Teng (IQ-USP).

v A minha maezinha Leila e meu irm&o Gabiru, que fizeram vérios sacrificios para
estar sempre ao meu lado, seja em S&o Carlos ou em Sao Paulo. Retribuo todo o

amor e apoio dedicando a vocés cada uma das minhas conquistas.

v Aos tios Therezinha, Antdnio, Yolanda, Dionisio, e ao primo Zeca (Dr. Erasmo),

que participaram diretamente de minha formacao e que me incentivam sempre.

Aos queridos amigos que fiz durante a graduagdo no IQSC-USP: Elton, Tequila,

Gaucha e Marilinha, que acompanham minha carreira e torcem pelo meu sucesso.

A todos os carissimos colegas do Laboratorio de Materiais Eletroativos, pela

agradavel convivéncia! Levarei 6timas recordacdes de todos vocés!

v Ao Ulisses, que sempre teve orgulho do meu trabalho, e cujo apoio, carinho e

compreensao foram essenciais para meu desenvolvimento académico e pessoal.



"S06 a educacdo liberta."
Epicteto



RESUMO

Massafera, M. P. Desenvolvimento de novas plataformas poliméricas para
deteccédo eletroquimica de amdnia e uréia. 2010. 145p. Tese (Doutorado) -
Programa de PoOs-Graduacdo em Quimica. Instituto de Quimica, Universidade de
Séo Paulo, Séao Paulo.

Este trabalho apresenta o desenvolvimento de (bio)sensores baseados em
plataformas poliméricas convencionais e nanoestruturadas. Os sensores estudados
contém poli(pirrol) como transdutor eletroquimico, responsavel pela oxidacdo de
amonia a 0,35 V. Como a enzima urease hidrolisa cataliticamente uréia a amonia,
apos a imobilizacdo da enzima sobre o poli(pirrol), obtém-se um biossensor para
deteccado indireta de uréia, via amoénia. A deteccdo de amdnia pelo poli(pirrol) foi
otimizada em termos da densidade de carga de poli(pirrol) presente no sensor, e do
potencial de trabalho. Entdo verificou-se a acdo do polimero poli(5-amino-1-naftol)
na reducédo do sinal dos interferentes acidos urico e ascorbico. Apés a otimizacdo do
sensor-base, estudou-se a influéncia do tipo de imobilizacdo da urease ao substrato
polimérico na sensibilidade e estabilidade do biossensor de uréia. Concluiu-se que a
pouca quantidade de enzima imobilizada através das metodologias estudadas era o
fator limitante da sensibilidade de deteccdo, e entdo implementou-se a
nanoestruturacdo do poli(pirrol), para aumentar a area superficial disponivel para a
imobilizagdo da urease. Preparou-se filmes de poli(pirrol) nanoestruturado
(macroporoso e nanofios), e a compreensao dos fenbmenos observados sé foi
possivel ao aliar caracteristicas geométricas e propriedades fisico-quimicas

intrinsecas de sistemas nanoestruturados.

Palavras-chave: Poli(pirrol), nanoestruturas, sensores, uréia, amonia, urease.



ABSTRACT

Massafera, M. P. Development of new polymeric platforms for ammonia and
urea electrochemical detection. 2010. 145p. PhD Thesis - Graduate Program in
Chemistry. Instituto de Quimica, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo.

This work presents the development of (bio)sensors based on conventional and
nanostructured polymeric platforms. The analyzed sensors contain poly(pyrrole) as
electrochemical transducer, responsible for ammonia oxidation at 0.35 V. As the
enzyme urease catalytically hydrolyses urea to ammonia, after enzyme
immobilization onto poly(pyrrole), a biosensor for urea indirect detection, via
ammonia, is obtained. Ammonia sensing by poly(pyrrole) was optimized in terms of
both charge density of poly(pyrrole) present in the sensor and working potential. In
sequence, poly(5-amino-1-naphtol) role as interferents (uric and ascorbic acids)
signal blocker was verified. After optimization of the base-sensor, the influence of
urease immobilization method on both detection sensitivity and biosensor durability
was investigated. It was found that the small amount of enzyme immobilized using
the compared methods limited detection sensitivities, and then nanostructuration of
poly(pyrrole) was implemented, in order to increase the surface area available for
urease immobilization. Nanostructured poly(pyrrole) films (macroporous and
nanowires) were prepared, and the fully understanding of the observed phenomena
was only possible combining geometric characteristics and physical-chemical

properties related to nanostructured systems.

Keywords: Poly(pyrrole), nanostructures, sensors, urea, ammonia, urease.
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1. INTRODUCAO

A uréia é uma biomolécula que esta relacionada a diversos processos bem
conhecidos pela humanidade. Um deles é sua ampla utilizagdo como fertilizante de
solos, provendo a necessidade de nitrogénio dos vegetais. No organismo humano, a
uréia é o produto final do metabolismo de compostos nitrogenados, e desta forma,
qualguer acumulacdo acima de niveis limite deve ser controlada. Assim, o
monitoramento da concentracao de uréia é de grande interesse em analises clinicas
e biomédicas, pois possibilita o diagnostico de algumas doencas, tais como
insuficiéncia renal e hepética, e inclusive permite predizer a natureza e a causa da
diabetes [1-3]. Além disso, no meio ambiente, a uréia se decompde
espontaneamente, apresentando meia-vida de 3,6 anos [4], e sem a presenc¢a de um
processo de degradacéo eficiente, ela se acumularia rapidamente, causando sérios
problemas ambientais. A determinacdo da concentracdo de uréia em alimentos
também é bastante relevante [3], pois indica a presenca de materiais organicos em
decomposicdo, que podem ser prejudiciais a saude. Assim, torna-se extremamente
interessante o desenvolvimento de sensores quimicos para a determinacao da uréia,
uma vez que os mesmos oferecem uma alternativa vantajosa considerando-se 0s
custos da andlise em laboratério, além de eventualmente serem bastante versateis

quanto a utilizacdo em campo.

1.1. Sensores Quimicos

O campo de sensores quimicos apresenta crescimento significante ao longo
dos anos. Sensores quimicos proporcionam componentes vitais para o
monitoramento e controle automatico de sistemas em diversas areas, que vao desde

saude, meio ambiente, médica, até processos industriais. Sua importancia pratica
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aumenta continuamente, e por isso, grandes esforcos sdo concentrados no
planejamento fisico e na vasta operacéo cientifica e tecnoldgica desses sistemas.

A etapa fundamental no desenvolvimento de sensores reside na escolha e
aperfeicoamento dos transdutores. Estes componentes sdo de extrema importancia,
visto que sao os responsaveis pela traducao do sinal de deteccédo do analito em um
sinal fisico mensuravel, seja uma corrente elétrica, uma variacdo de potencial ou de
massa. Dentro da classe de transdutores eletroquimicos, tém se empregado

amplamente os polimeros condutores eletrénicos.

1.2. Polimeros Condutores

O desenvolvimento dos polimeros condutores [5] € uma grande realizacao,
pois sdo vistos como substitutos para condutores metalicos e semicondutores, além
de possuirem um vasto campo de aplicacbes, como nas areas de baterias
recarregaveis [6-9], dispositivos eletrocrémicos [10,11] e sensores quimicos e
eletroquimicos [12-17]. Dentre os materiais dessa classe, o poli(pirrol) (PPy) possui
um papel de destaque por possuir caracteristicas extremamente favoraveis, como
por exemplo sua facil processabilidade, boa reversibilidade eletroquimica, excelente
estabilidade, e € prontamente obtido por vias eletroquimicas, além de apresentar
boa eletroatividade em uma ampla faixa de pH [18,19]. As caracteristicas fisico-
quimicas do poli(pirrol) tém sido extensivamente discutidas em literatura [19-24].
Uma caracteristica marcante dos polimeros condutores eletrénicos em geral, que 0s
torna bastante atrativos no uso de sensores, reside no fato de sofrerem alteracdes
reversiveis entre os estados eletronicamente isolantes e condutores. Essas
alteracdes ocorrem pois 0s polimeros condutores contém sequéncias de ligacbes

duplas conjugadas em suas estruturas, e passam de isolantes a condutores por um
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processo de oxidacdo ou reducdo, podendo ocorrer a incorporacdo de ions
(processo denominado dopagem) e formacdo de espécies policatibnicas com
propriedades condutoras [25-27]. Na Figura 1.1 sdo mostradas as estruturas dos

polimeros condutores mais estudados.

*\[\/\}n\* poli(acetileno)

*@F* poli(p-fenileno)

* * poli(pirrol)

* * poli(tiofeno)

i HJH* poli(anilina)

Figura 1.1. Estruturas quimicas de alguns polimeros condutores.

O controle criterioso das condi¢bes de formacéo dos filmes poliméricos tem
grande importancia analitica, pois o ajuste das variaveis que influenciam a formacéao
dos filmes leva a diferentes morfologias e propriedades condutoras, e o
comportamento uniforme e reprodutivel desses compostos é fundamental na
determinacdo de analitos com bons niveis de precisdo e exatiddo. Por isso, 0s
meétodos eletroquimicos sdo os mais empregados na sintese desses polimeros
condutores, devido a sua reprodutibilidade. A polimerizacdo eletroquimica ocorre
pela oxidacdo do mondémero sobre eletrodos inertes como platina, ouro ou carbono

vitreo, e dois métodos sdo bastante utilizados: o galvanostatico e o potenciostatico.
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O tipo e a concentracdo do eletrélito, solvente, temperatura e pH sdo parametros
que afetam o mecanismo de polimerizacdo [19], e portanto tém influéncia nas

propriedades finais do filme polimérico.

1.3. Nanoestruturacédo de Filmes Poliméricos

A nanociéncia figura como uma das areas mais atraentes e promissoras para
o desenvolvimento tecnologico neste século. Ela tem como objetivo desenvolver,
controlar e modificar materiais em escala nanométrica, possibilitando alterar as
propriedades fisico-quimicas dos materiais. A hanotecnologia permite criar materiais
funcionais, dispositivos e sistemas através do controle da matéria em nivel atdbmico e
molecular. Em muitos casos, esses materiais apresentam propriedades que o
material macico (bulk) correspondente ndo apresenta. Produz-se dessa maneira
uma gama de materiais inteligentes, desenvolvidos de maneira a se obter as
caracteristicas desejadas para uma aplicacdo em especifico. Varios setores de
atividade vém se beneficiando desses novos materiais e dos avangos promovidos
pela nanociéncia, entre eles: ciéncias médicas e farmacéuticas, informatica,
engenharias, entre outros.

Nos ultimos anos muitos trabalhos vém sendo desenvolvidos com o objetivo
de nanoestruturar filmes poliméricos, metdlicos, hibridos, entre outros.
Particularmente os polimeros condutores com dimensdes micro e nanométrica tém
atraido bastante atencdo principalmente devido a potencial aplicacdo em circuitos
eletrbnicos [28], células fotovoltaicas [29], dispositivos eletrocrobmicos [30] e em

sensores quimicos [31].
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A nanoestruturacdo do poli(pirrol) em particular tem sido extensivamente
estudada, dadas as excelentes propriedades desse polimero condutor
(condutividade elétrica, comportamento redox e estabilidade). Ha relatos em
literatura de sintese e caracterizacdo de nanoestruturas de poli(pirrol) de diferentes
morfologias, entre elas nanoporos [32,33], micro/nanotubos [34,35],
microcontaineres [36,37], etc.

Por exemplo, uma das estratégias para sintetizar poli(pirrol) nanoporoso € a
sintese dirigida por molde (template). Este método consiste em eletrodepositar o
polimero sobre um molde, o qual € em seguida removido, dando origem a estrutura
nanomeétrica organizada em trés dimensdes. Esse tipo de sintese pode ser efetuada,
por exemplo, empregando-se como molde particulas esféricas coloidais de
poli(estireno) [38], dando origem a filmes de poli(pirrol) nanoestruturado [32,33,39].

O crescimento de filmes sobre particulas coloidais de poli(estireno) produz,
apos a eliminacdo do molde, materiais com poros interconectados, apresentando
diametros desde 20 nm até 1 um (dependendo do didmetro das esferas
empregadas), com arranjo tridimensional hexagonal [33,38]. Esses filmes
apresentam propriedades Unicas devido a elevada razdo area superficial/volume,
caracteristica de materiais nanoestruturados. O processo de sintese encontra-se
esquematizado na Figura 1.2, a qual ilustra também o efeito de aumento de area

superficial obtido, em relagdo a um filme macico.
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ELECTRODEPOSIT
—_—
% f f
DISSOLVE

EFFECTS ON:
optics
magnetism
superconductivity

Figura 1.2. Esquema ilustrativo do processo de nanoestruturacdo de filmes
eletroquimicamente formados, via molde de esferas de poli(estireno).
Reproduzido da referéncia 38.

Outra estratégia de nanoestruturacdo do poli(pirrol) via molde € a utilizacéo
de membranas poliméricas obtidas por "track-etch" ou membranas de alumina
porosa, para a sintese de micro/nanofios ou tlbulos [40,41]. As membranas do tipo
“track-etch" estdo disponiveis comercialmente, em uma variedade de tamanho de
poros (a partir de 10 nm). Entretanto, esses moldes apresentam baixa porosidade
(10° poros cm?), e os poros encontram-se aleatoriamente distribuidos pela
superficie da membrana. As membranas de alumina apresentam porosidades
tipicamente maiores (10* poros cm™), e os poros, obtidos em diametros a partir de
5-10 nm, estdo organizados em um arranjo hexagonal [40]. Como no caso da
nanoestruturagao via molde de poli(estireno), a deposicao do poli(pirrol) sobre essas
membranas também pode ser realizada eletroquimica ou quimicamente (utilizando-

se um agente oxidante).

Além dos métodos de nanoestruturacdo do poli(pirrol) utilizando-se moldes,
ha também a possibilidade de obtencado direta de nanoestruturas, como no caso da

deposicao eletroquimica de nanofios [42-45], microtubulos [34] ou microcontaineres
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de poli(pirrol) [36,37]. Ha também a possibilidade de se sintetizar quimicamente
nanoestruturas de poli(pirrol) do tipo nanofios [46,47], nanotubos [35] e microtibulos
[48]. Em todos os exemplos de sintese quimica de nanoestruturas de poli(pirrol),
verifica-se a elevada influéncia de parametros experimentais (razdo mondémero /
oxidante, temperatura, natureza do oxidante, entre outros) na morfologia e

propriedades fisico-quimicas dos nanomateriais obtidos.

1.4. Biossensores

Biossensores sdo dispositivos capazes de recuperar informacfes analiticas
do ambiente operacional, utilizando componentes bioldgicos (enzimas, células, DNA)
como parte do sensor. O biocomponente confere uma alta seletividade devido ao
reconhecimento molecular especifico do analito, e tem um papel fundamental em
produzir uma espécie prontamente detectavel, caso o analito em si ndo o seja. A
determinacao de uréia pode ser realizada por biossensores baseados em enzimas.
Nesses biossensores, um filme da enzima ativa ao substrato em analise €
imobilizado sobre a superficie de um sensor classico, o qual mede a concentracao
dos produtos formados no curso da reacdo enzimatica. A enzima urease,
freqientemente encontrada em sistemas biolégicos (plantas, algas, fungos) [4],
apresenta um papel importante nesse processo por catalisar a reagao de
decomposicao da uréia:

NH,CONH, + 3H,O0 %€ 2NH;" + HCO3 + OH" 0)

A reacdo catalisada ocorre 10* vezes mais rapido do que a ndo-catalisada, e
com meia-vida na ordem de microsegundos [4]. Como pode se observar na reacéo
(i), a hidrélise da uréia ocasiona um aumento no pH do meio. Além disso, em meio

basico h4 a formacdo de aménia (NHs) como um dos produtos da reagdo catalitica
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da urease [20]. Anualmente, cerca de 7x10° toneladas de amoénia s&o liberadas no
meio ambiente pelas industrias e por outras atividades provocadas pelo homem,
como queima de biomassa e de combustiveis fosseis [50]. Dadas as fontes e
propriedades dessa substancia, plantas terrestres e organismos aquaticos Ssao
potencialmente alvos de risco [51,52]. Por outro lado, a determinacdo de amdnia em
solos nos quais seus sais sdo usados como fertilizantes também € importante, pois
um excesso de amonia altera a acidez do solo, alterando o ciclo de nutricdo e o
balanco ecolégico [53]. A principal aplicacdo industrial do uso de amoénia esta
relacionada a fabricacéo de fertilizantes e de explosivos.

Varios estudos tém sido feitos a fim de se desenvolver biossensores de
monitoramento de uréia [54]. Alguns deles envolvem a preparacdo de sensores a
base de urease utilizando eletrodos ion-seletivos [55-57], eletrodos de gas amoénia
[58] e eletrodos de pH [2,59-61]. Biossensores que empregam respostas
potenciométricas tém sido comumente utilizados, devido a sua simplicidade e
funcionalidade [62-66]. Prop0e-se nesta tese a determinacdo de uréia modificando-
se um eletrodo metalico (Pt, Au) com um filme do polimero condutor poli(pirrol), e
sobre ele uma camada da enzima urease, que catalisa a reacdo de hidrolise da uréia
a amonia [67]. A escolha do poli(pirrol) foi baseada no fato de serem conhecidas as
propriedades desse polimero como transdutor amperométrico na deteccdo de
amoénia [68-70], a qual € oxidada a NO em meio alcalino [71]. A resposta
amperometrica gerada corresponde a re-oxidacado do poli(pirrol) no potencial de
operacdo do sensor. Desta forma, pode-se também utilizar este mecanismo na

determinacao indireta da uréia, via amo6nia, como esquematizado na Figura 1.3.
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Figura 1.3. Esquema de funcionamento do biossensor de uréia em pHs elevados.

1.5. Aplicagc&do dos Nanomateriais em Biossensores

Visto que a busca por sensores e biossensores eletroquimicos mais
sensiveis, seletivos e duraveis é constante, muita pesquisa tem sido realizada na
area de desenvolvimento de novas plataformas de detec¢do. Neste sentido, h4 uma
tendéncia crescente de aplicacdo dos nanomateriais em dispositivos de deteccéo,
devido principalmente a alguns fatores:

(@) o funcionamento desses dispositivos depende fundamentalmente de
interacOes e reacdes em escala atdbmica e molecular, e a possibilidade de manipular
0S materiais nestas escalas através da nanotecnologia promete introduzir mudancas
dramaticas no desenho dos sensores e em suas aplicagées;

(b) como resultado da nanoestruturacdo, materiais com enorme relacdo area
superficial/volume s&o obtidos, disponibilizando mais sitios de interacdo com
reagentes externos do que um analogo macico;

(c) a elevada area superficial interna dessas matrizes nanoestruturadas
permite a imobilizacdo de compostos que conferem novas propriedades de deteccao
(reconhecimento molecular, permeabilidade seletiva, eletrocatalise, etc) [72];

(d) em casos como a imobilizacdo de mediadores quimicos diretamente
sobre nanoestruturas metalicas (Au, Pt) [73-75] ou condutoras (polimeros

condutores) [76-78], a transferéncia eletrénica entre a enzima e as nanoestruturas é
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facilitada, aumentando a sensibilidade de deteccdo e reduzindo o tempo de
resposta.

A nanoestruturacdo dos filmes poliméricos tem por finalidade o
aproveitamento desses efeitos sinérgicos obtidos ao se empregar 0s nanomateriais,
visando sempre maiores eficiéncias de deteccdo dos analitos de interesse (amoénia e

uréia, no caso deste trabalho).

1.6. Interferentes

Em andlises de amostras reais, uma fonte comum de interferentes em
determinacdes amperométricas € a presenca de espécies na amostra que também
sofrem reacdes redox dentro da faixa de potencial utilizada na determinacdo do
analito. O potencial relativamente baixo empregado neste trabalho (0,35V vs.
Ag/AgCI/KClsy) excluird algumas substancias que possuam altos potenciais de
oxidagdo. Entretanto, as principais fontes de interferéncias em matrizes clinicas,
como os acidos ascorbico e Uurico (cujas estruturas sdo apresentadas na Figura 1.3),

séo oxidadas nesse potencial [79,80].

0 T HO 0
H N
)N\)%[ =0 H——oH
07 N N <|3H2
H OH
ac. drico ac. ascorbico

Figura 1.3. Estruturas dos acidos Urico e ascorbico.

Desta maneira, com o intuito de aumentar a seletividade de deteccéo, filmes

poliméricos permeoseletivos vém sendo utilizados na reducdo do sinal de
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interferentes [79], e tais filmes agem segundo diferentes mecanismos. O Nafion®
atua como filme de exclusdo de carga, ou trocador catidnico, visto que a presenca
de grupamentos negativos (sulfonato) em sua estrutura faz com que compostos
carregados negativamente sejam repelidos, e compostos carregados positivamente
sejam atraidos [81,82]. Poli(vinilpiridina), ao contrério, repele cations e atrai anions.
Acetato de celulose e polimeros fendlicos atuam como filmes de exclusdo de
tamanho, pois sdo permeaveis a espécies menores, retendo as espécies de maior
tamanho [79,82,83]. A Figura 1.4 apresenta um esquema ilustrativo da

permeoseletividade desses polimeros.

(

O @ o o (b)
. (@)

Figura 1.4. Modelos de camadas permeoseletivas. (a) filme baseado em exclusdo de carga,
causando a repulsdo de espécies com a mesma carga elétrica e permitindo a passagem de
espécies neutras ou de carga oposta. (b) filme baseado em exclusdo de tamanho; esta
camada permite apenas a passagem de espécies pequenas, impedindo a entrada de
espécies maiores.

Assim, torna-se possivel a utilizagdo destas duas formas de eliminacdo de
interferentes, uma vez que a amodnia € uma molécula pequena e eletricamente
neutra, ao contrario das espécies interferentes que sdo moléculas comparativamente

grandes, e se encontram negativamente carregadas devido ao pH alto (10,0) da

solugdo tampéo utilizada nas medidas de deteccdo do analito. Mas um
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inconveniente dessas duas formas de exclusdo é a utilizacdo de um polimero
isolante, como o Nafion® e o acetato de celulose.

Estudos realizados em nosso grupo de pesquisa abordaram a utilizacdo de
uma barreira seletiva a amoénia, utilizando um polimero condutor eletrénico, o poli(5-
amino-1-naftol), cuja estrutura € apresentada na Figura 1.5. Este foi polimerizado
eletroquimicamente sobre a superficie do poli(pirrol), mostrando uma resposta

satisfatoria de exclusado de interferentes [67].

Figura 1.5. Estrutura do poli(5-amino-1-naftol).

Analisando-se a estrutura do poli(5-amino-1-naftol), observa-se a presenca de
grupos hidroxila livres. Essa caracteristica € de grande interesse, uma vez que 0s
mesmos poderiam ser utilizados como grupos ancoradores, nos quais poderiam se
imobilizar diversas espécies, incluindo enzimas, segundo ilustra a Figura 1.6 a

sequir.

urease

R SRR aRd
fe) /O /O /O o /o /O /O
Eol.!gﬁﬂz!ﬁm oli(5-NH,-1-

Poli(pirrol) Poli(pirrol)
—— $

Figura 1.6. Esquema de um eletrodo de Pt modificado com poli(pirrol), poli(5-
amino-1-naftol) e urease.
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1.7. Métodos de Imobilizacdo de Enzimas

Uma tarefa essencial na construcédo de biossensores baseados em polimeros
condutores é imobilizar eficientemente e efetivamente a biomolécula no eletrodo-
substrato, de maneira que ela mantenha sua atividade biologica inicial. Segundo a
classificacdo de Wallace et al. [17], dois métodos principais sao utilizados na

fabricacéo de biossensores, e ambos serdo discutidos a seguir.

A construcdo de um biossensor via eletropolimerizacdo-deposi¢ao direta € um
processo simples e de uma etapa. A eletropolimerizacdo € realizada em uma solucéo
contendo o mondmero, a espécie biolégica e o eletrélito suporte. As duas técnicas
comumente utilizadas na eletrodeposicao direta sdo os métodos potenciostatico e
galvanostético. No primeiro, o potencial deve ser cuidadosamente controlado para se
assegurar que a integridade do componente que esta sendo incorporado se
mantenha durante a formacdo do filme polimérico, e neste método € necessario
registrar a variacdo da corrente em funcdo do tempo para o controle criterioso da
quantidade de polimero formada. Por outro lado, a utlizacgdo do método
galvanostatico assegura que a taxa de polimerizagdo € controlada e constante
durante o processo de deposicdo, e também ha a tendéncia de formacédo de
biossensores com filmes poliméricos mais porosos. Os métodos galvanostatico e
potenciostatico apresentam duas desvantagens: uma delas é que o componente

bioldgico se orienta aleatoriamente na matriz polimérica, muitas vezes tornando o
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sitio ativo inacessivel ao analito-alvo; a outra desvantagem é que em alguns casos

ocorre a desnaturacao da enzima.

Neste segundo tipo de abordagem, a espécie biolégica € imobilizada apés a
eletrodeposicéo do filme polimérico, seguindo diversas metodologias, dentre as quais

cinco sé&o as principais :

a) Adsorcgéo

Técnicas de adsorcdo sdao empregadas na imobilizagdo dos componentes
biol6gicos na superficie do polimero condutor, solucionando entdo o problema de
inacessibilidade citado anteriormente. Sao utilizadas principalmente em casos em que
enzima e substrato tém alta afinidade eletrostatica, mas um problema inerente a este
método € a dessorcdo, ou lixiviagdo da enzima da matriz polimérica resultante de
variacbes pequenas de pH e forca ibnica, diminuindo entdo a estabilidade e

durabilidade do biossensor.

b) Aprisionamento

O método de aprisionamento é baseado na disposi¢cdo das enzimas dentro de
uma rede polimérica, de um gel, de membranas, etc, com o intuito de se prevenir
perdas por lixiviagdo. Os materiais empregados para aprisionar enzimas podem ser
organicos ou inorganicos, sendo mais utilizados os polissacarideos, proteinas,
polipeptideos, poli(acrilatos), etc. Uma vantagem desse método é que raramente

ocorrem alteracdes conformacionais na estrutura enzimatica, preservando assim sua
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atividade biologica. Por outro lado, deve-se escolher apropriadamente as condicfes
experimentais, de modo a se aprisionar as enzimas sem isola-las do ambiente

externo, para ndo impedir a aproximacao do analito.

c) Ligacbes Cruzadas

A imobilizacdo de enzimas pode ser efetuada também através de ligacdes
cruzadas com outras moléculas, sejam elas outras proteinas ou moléculas contendo
grupos funcionais especificos. O reagente mais comumente empregado como Cross-
linker é o glutaraldeido, uma molécula homo-bifuncional [84]. As reacfes de cross-
linking séo realizadas muitas vezes sob condi¢gdes severas, que podem levar a uma
mudanca conformacional do centro ativo da enzima, ocasionando entdo uma
significativa perda de atividade. Geralmente o0 método de imobilizacdo de enzimas via

ligacbes cruzadas € utilizado em conjunto com outros métodos, com o intuito de

estabilizar as enzimas adsorvidas e também para prevenir a lixiviagdo das mesmas.

d) Ligacdo Quimica ao Substrato

Uma elevada estabilidade da enzima sobre a matriz polimérica & um
importante fator na construcdo de um biossensor, 0 que confere a ele maior
durabilidade e, portanto, reduz o custo de cada medida. A principal causa da baixa
durabilidade € a lixiviacdo do componente biolégico do material sobre o qual se
encontra imobilizado. Entdo, estudos sdo necessarios no sentido de se minimizar ao
maximo a lixiviacéo, e este objetivo pode ser atingido caso ligacdes fortes e eficientes
sejam formadas entre o componente biolégico e a matriz polimérica. Um dos
procedimentos que se utiliza no caso de imobilizacdo de enzimas é a reacao de

acoplamento carbodiimida, que consiste em ligar covalentemente a enzima, que
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apresenta grupos carboxila em sua estrutura, ao polimero contendo grupos —NH;
terminais. Um exemplo tipico é apresentado por Rajesh et al. [1]. Neste trabalho, se
utiliza o copolimero poli(N-3-aminopropilpirrol-co-pirrol) como matriz polimérica, e a
enzima urease € imobilizada quimicamente via ligacGes carbodiimida, resultando em
um grande recobrimento de enzima sobre o eletrodo. Outro procedimento viavel é a
ligacdo quimica da enzima ao substrato polimérico por meio de moléculas
denominadas ancoras, como o cloreto cianurico. Esta molécula pode, segundo o
esquema de reacbes apresentado na Figura 1.7, ligar-se covalentemente a um
substrato polimérico contendo grupos —OH livres e a enzimas contendo grupamentos
—NH; [85]. Este método foi utilizado neste trabalho para imobilizar covalentemente a
urease ao polimero poli(5-amino-1-naftol) [67], que conforme apresentado possui
grupos —OH livres em sua estrutura. Uma das vantagens deste método é
simplicidade: poucas etapas experimentais sdo necessarias, e as condicfes de
preparo sdo brandas. Porém, no caso de biossensores eletroquimicos, um
inconveniente do método é que a molécula ancora utilizada (cloreto cianurico) ndo é
condutora eletrénica. Foram obtidos resultados interessantes ao utilizar esse método

de imobilizacdo, os quais serdo discutidos em secdes posteriores desta tese.

N + HCI

cl
=
o{}\‘%r\l + 2HN—EB — %»o%\ N + 2HCl

Cl

Figura 1.7. Esquema de reacdes de ancoramento de uma enzima (E) sobre um
substrato polimérico contendo grupos —OH livres.
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e) Deposicao Eletrostatica Camada por Camada

A técnica de automontagem baseada na interacdo eletrostatica entre
moléculas contendo grupos idnicos (compostos anfifilicos [86], polieletrdlitos [87]) foi
proposta na década de 90 por Decher e colaboradores [87]. Ela consiste nha imersao
de um substrato sélido que apresenta determinada carga (inerente ou adquirida
apos tratamento superficial) em uma solucdo contendo espécies de carga oposta,
para que ocorra a adsorcao por atracao eletrostatica. Entdo, o conjunto deve ser
lavado, para eliminar o excesso de material, e seco, e em seguida imerso em outra
solucdo, que contenha agora espécies de mesma carga do substrato, resultando
numa configuracdo do tipo “sanduiche”, formada por camadas catibnicas e
anibnicas, alternadamente adsorvidas [88]. A Figura 1.8 ilustra uma deposicéo

genérica de material via automontagem eletrostatica camada por camada (LbL).

cargas de mesmo sinal carga de sinal oposto

CYW ) X XN o
o @ 9°0 9. 3 bicamadas Jlyyea)

{
T O O N
O G Ry A

Figura 1.8. llustragdo da deposicdo por atracdo eletrostatica de 3 bicamadas de
materiais genéricos.

Essa técnica de deposi¢cédo tem sido utilizada nas mais diversas areas, como
no desenvolvimento de baterias de ion-litio [89], dispositivos eletrocrémicos [90] e de
sensores [91,92], pois além de ser bastante versatil, apresenta algumas vantagens
em relacdo a outros métodos. Entre elas, pode-se citar: a forca motriz da montagem

7

de multicamadas é simplesmente a atracdo ibnica entre cargas opostas, sendo
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possivel adsorver até uma centena de camadas [87]; ha independéncia do tamanho
e morfologia do substrato; formam-se de filmes bastante finos, cuja espessura pode
ser controlada através do numero de bicamadas, da concentracdo da solucdo de
material adsorvente, da temperatura, etc [93].

Uma das desvantagens desta técnica € observada no caso em que se utiliza,
por exemplo, nanoparticulas condutoras e um poliion isolante de carga oposta, com
finalidades eletroquimicas. Foi reportado em literatura que a eletroatividade do
eletrodo é mantida apenas até certo niumero de bicamadas, a partir do qual a

conectividade elétrica entre as nanoparticulas e o substrato € perdida [89].
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2. OBJETIVOS

De maneira geral, os dados descritos nesta tese tém por objetivo mostrar o
desenvolvimento de novos sensores e biossensores para detecgcdo amperomeétrica
de amonia e uréia. Para isto, sera introduzida a sintese de substratos de poli(pirrol)
convencional (macico) e nanoestruturado (macroporoso e nanofios), visando sempre
compreender 0s processos envolvidos, bem como obter melhores performances de
deteccado dos analitos.

Os resultados discutidos estdo divididos em diferentes temas, e cada um

deles apresenta 0s objetivos especificos mostrados a seguir.

(a) Deteccao de Amadnia por Poli(pirrol) Macico
Otimizar o sensor de amoénia em funcéo da carga de poli(pirrol) e do potencial
de trabalho, e testar a acdo do poli(5-amino-1-naftol) na diminuicdo do sinal de

interferentes como os acidos urico ascorbico.

(b) Deteccéao de Uréia por Biossensores baseados em Poli(pirrol) Macigo
Incorporar a enzima urease a matriz polimérica, estudando-se a influéncia do

tipo de imobilizagdo dessa enzima no desempenho e durabilidade do biossensor.
Otimizar a carga de poli(5-amino-1-naftol) eletrodepositada sobre o poli(pirrol)

macico, em funcéo da sensibilidade de deteccao de uréia.

(c) Deteccao de Uréia por Biossensores baseados em Poli(pirrol) Macroporoso
Incorporar a enzima urease ao poli(pirrol) macroporoso via imobilizacao
covalente ao poli(5-amino-1-naftol), através da reacdo com cloreto cianurico, e

também segundo o método de deposicao eletrostatica camada por camada.
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Na imobilizacdo da enzima pelo método LbL, analisar a influéncia do tempo
de imersdo do eletrodo nas solucbes de polication e urease, e do numero de
bicamadas nas sensibilidades de deteccdo de uréia. Determinar a quantidade de
enzima imobilizada por ciclo de deposicédo (bicamada) com o auxilio da técnica de

microbalanca a cristal de quartzo.

(d) Deteccédo de Aménia por Poli(pirrol) Macroporoso
Aplicar os filmes de poli(pirrol) macroporoso, contendo diferentes densidades
de carga deste polimero, como sensores de ambénia, comparando seus

desempenhos com os obtidos com sensores analogos macicos.

(e) Deteccao de Amdnia por Nanofios de Poli(pirrol)
Realizar e otimizar a sintese dos nanofios de poli(pirrol), utilizando-se como
dopante o anions perclorato (ClO,). Verificar a eletroatividade do poli(pirrol) dopado

com ClO4 frente a deteccdo de amonia.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Eletrodos

Como eletrodo de trabalho, empregou-se nos experimentos eletroquimicos
placas de platina ou placas de ouro depositado sobre vidro (cujas areas ativas foram
delimitadas), bem como eletrodos comerciais de platina de secc¢éo circular de 1,6 mm
de diametro (0,02 cm?). A limpeza dos eletrodos de seccéo circular de Pt consistiu no
polimento dos mesmos com alumina de diferentes granulometrias, na ordem a seguir:
suspensao 4 (1,0 um) — suspensao 3 (0,3 um) — suspenséo 2 (0,05 um). As placas de
Pt e de Au séo limpas em solucao piranha (3 H.SO4: 1 H,O, v/v). Apés lavagem com
agua, todos os eletrodos sdo colocados em banho de ultrassom por 5 minutos em
acetona e em seguida em agua deionizada.

Como referéncia foi empregado um eletrodo de Ag/AgCl/KClsy, € como
eletrodo auxiliar utilizou-se uma placa de Pt, limpa antes de cada experimento por

exposicdo a chama de bico de Bunsen.

3.2. Reagentes

Pirrol (Aldrich, 99%) foi purificado por destilacdo e mantido em refrigerador
sob atmosfera de N, e protegido de luz. Acido dodecilbenzenosulfnico (sal de sodio),
mondmero (5-amino-1-naftol) (5-NH»-1-NAP) 97%, acetato de celulose, cloreto
cianurico 99%, poli(estireno) 10% em agua (particulas de 460 nm de diametro),
poli(cloreto de dialildimetilaménio) (PDDA) 20% em éagua, LiClO,4 (Aldrich), acetona,
etanol, NaOH, HCI, H3BOj3; (Synth, p.a.), glutaraldeido 25% v/v (Merck), NH,CI

(Mallinckrodt, p.a.), uréia, acidos L-ascérbico e trico, BSA 200 mg mL™, urease (EC
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3.5.1.5, tipo Ill, 35000 unidades g™), triton® X-100 (Sigma), tolueno, NaH,PO4.H,0 e
Na;HPO,.7H,0 (Nuclear) foram utilizados como recebidos.
Todas as solucGes foram preparadas com agua deionizada por um sistema

Elga UHQ.

3.3. Instrumental

A eletropolimerizacdo dos mondmeros e 0s testes amperométricos de
deteccdo de amodnia e uréia foram realizados em uma célula eletroquimica
convencional, de trés eletrodos, com o auxilio de um potenciostato/galvanostato
Autolab modelo PGSTAT 30 (Eco Chemie).

Para secagem dos eletrodos contendo as esferas de poli(estireno) foi
empregada uma estufa a vacuo da Heraeus Instruments, modelo Vacutherm.

Nos experimentos com a microbalanca a cristal de quartzo (MCQ), foram
utilizados cristais de quartzo piezelétricos de corte AT com frequéncia 6,0 MHz
(Valpey-Fischer), 25 mm de diametro e 0,32 cm? de area de Au piezelétrica (fator de
sensibilidade integral 6,45 x 10’ cm? Hz g™). As variacbes de frequéncia foram
medidas com o auxilio do instrumento Stanford Research System, modelo SR620,
acoplado a um circuito oscilatério.

As imagens de microscopia eletronica de varredura foram obtidas em um
equipamento JEOL JSM-5900LV FEG-SEM (Field Emission Gun — Scanning Electron

Microscope), disponivel no Instituto de Quimica da USP.

3.4. Eletropolimerizacdo dos Mondmeros
A polimerizac&o do pirrol sobre o eletrodo de Pt de seccéo circular (0,02 cm?)

foi realizada potenciostaticamente a 0,7 V vs. Ag/AgCI/KClsg, em uma p-célula
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eletroquimica (Figura 3.1) na qual eram introduzidos cerca de 200 pL de solucao de
pirrol 50 mmol L™ e DBSA (dopante) 25 mmol L™. A deposicado do poli(pirrol) sobre as
placas de Au e Pt foi realizada em um béquer de 10 mL, pois o tamanho (0,5 x 1,0
cm?) e o formato dessas placas impossibilitam seu acoplamento & p-célula (2,0 cm de

diametro e 1,6 cm de altura).

Fio de platina Referéncia
J «— (Ag/AgCI)
<« Corpo de
Teflon

L] '\
Eletrodo de Pt ou
Carbono Vitreo

O-Ring de/

Viton

Figura 3.1. p-célula eletroquimica.

A carga de poli(pirrol) depositada sobre o eletrodo pode ser variada
controlando-se a duragdo da amperometria, uma vez que a integral do amperograma
(area da curva i vs. t) fornece diretamente o valor de carga de polimero
eletrodepositada. O item (a) da Figura 3.2 ilustra a deposi¢ao potenciostéatica de 2,5 C
cm™ de poli(pirrol) sobre um eletrodo de Pt.

O mondmero (5-amino-1-naftol) foi polimerizado sobre o filme de poli(pirrol) por
voltametria ciclica a 50 mV s, em um béquer contendo 5 mL de solug&o 5,0 mmol L™
de monémero e 1,0 mol L™ de HCI, conforme descrito em literatura [94]. No primeiro e
segundo ciclos, o potencial € varrido entre 0,0 e 0,9 V, e do terceiro ciclo em diante,
entre 0,0 e 0,7 V. O emprego de potenciais menos positivos do terceiro ciclo em
diante previne a sobreoxidacdo das unidades poliméricas em formacédo. Os
voltamogramas obtidos durante a polimerizacdo do (5-amino-1-naftol) (50 ciclos)

estdo apresentados no item (b) da Figura 3.2.
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Figura 3.2. (a) Polimerizagdo de 2,5 C cm™ de pirrol sobre eletrodo de Pt, a 0,7 V em p-célula
eletroquimica. (b) Polimerizacdo do (5-amino-1-naftol) por voltametria ciclica, 50 ciclos, a
50 mV s, em meio acido (HCI 1,0 mol L™).

3.5. Otimizacao do Sensor de Amoénia

A resposta amperométrica do sensor de poli(pirrol) frente a adicdo de amdnia
foi verificada em 5,0 mL de tamp&o borato 0,1 mol L* e pH 10,0, sob agitacéo
continua. Para otimizar os parametros do sensor visando maiores sensibilidades de
deteccdo, os testes foram realizados cronoamperometricamente em potenciais
variando desde 0,3 até 0,4 V, e empregando-se eletrodos contendo densidades de
carga de poli(pirrol) entre 0,5 e 3,0 C cm™. Aliquotas de solucdo de NH,CI de
concentragdo conhecida eram adicionadas periodicamente ao sistema. Todos o0s

experimentos foram realizados a 25+1 °C, e repetidos ao menos 2 vezes.

3.6. Utilizac&o do Poli(5-Amino-1-Naftol) para Reducé&o do Sinal de Interferentes
Para verificar a acdo do poli(5-amino-1-naftol) na reducdo do sinal de
interferentes detectados eletroquimicamente pelo poli(pirrol) concomitantemente a
amonia, preparou-se um eletrodo contendo 2,5 C cm™ de poli(pirrol) e em seguida
depositou-se o poli(5-amino-1-naftol) sobre ele. Com este eletrodo contendo ambos

os polimeros condutores, foi realizado um teste de detec¢cdo amperométrica a 0,35 V,
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em tampéo borato 0,1 mol L™ e pH 10,0, adicionando-se periodicamente aliquotas de
solucdes de NH4CI e interferentes (acido I-ascorbico e acido urico) de concentracéo

conhecida.

3.7. Biossensores de Uréia Macigos

Na medida em que a construcdo do biossensor de uréia proposto se da
através da incorporacdo da enzima urease na matriz de poli(pirrol) e poli(5-amino-1-
naftol), se faz necessario um estudo acerca da influéncia do tipo de imobilizacédo
empregada na resposta fornecida pelo biossensor. Para tanto, comparou-se quatro
tipos de imobilizacdo da enzima sobre um eletrodo contendo 2,5 C cm™ de poli(pirrol)
e poli(5-amino-1-naftol). Este ultimo polimero foi obtido por 50 ciclos de voltametria
em meio de monémero (5 mmol L™) e HCI (1,0 mol L™Y).

As metodologias empregadas para a imobilizacdo da urease sobre o eletrodo

bipolimérico estdo descritas a seguir.

Neste experimento, o0 eletrodo permaneceu imerso em uma solugdo aquosa de
urease 0,1 mg mL™ por 3 horas, em geladeira (4,0 °C). O intuito era verificar se a

enzima se incorporaria espontaneamente a matriz polimérica.

Neste caso, foram depositados sobre o eletrodo 10,0 pyL de solugédo de urease
50,0 mg mL™* em tampé&o borato 0,1 mol L™ e pH 10,0. O eletrodo foi mantido a 4,0 °C

em geladeira até completa evaporacdo do solvente (agua), e entdo se depositou
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sobre ele 10,0 pL de solugdo acetato de celulose 1% em massa em acetona.
Novamente o eletrodo é mantido em geladeira e, ao se obter a secagem do solvente
(acetona), procede-se com 0s testes amperométricos.

A Figura 3.3 ilustra as etapas de preparacéo do biossensor descrito acima.

Urease 50mg/mL Acetato de Celulose 1%
l Em Acetona

v

Urease

evaporagdo evaporagdo O O

Poli(5-NH,-1-NAP) ﬂ Poli(5-NH,-1-NAP) || Poli(5-NIL,-1-NAP)
Poli(pirrol) I::: Poh(pln"ol) Poli(pirrol)
1
d A Pt

Figura 3.3. Etapas de preparacéo do biossensor contendo a urease imobilizada fisicamente com
acetato de celulose.

O (glutaraldeido € um aldeido bifuncional e reativo frente a grupos amino,
favorecendo seu uso como “cross-linker” com enzimas (proteinas). A imobilizagao da
urease via ligacfes cruzadas com glutaraldeido promove o entrelacamento de varias
unidades de enzima.

O procedimento de preparo do eletrodo consiste em adicionar sobre ele 10,0
uL de uma solucdo recém-preparada contendo urease 2,5 mg mL™, albumina de soro
bovino (BSA, uma proteina estabilizante de enzimas) 5,0 mg mL™ e glutaraldeido
0,15% v/v, em tamp&o borato 0,1 mol L™* e pH 10,0. Mantém-se o eletrodo em
geladeira a 4° C até completa secagem do solvente, e entdo se realizam os testes
amperometricos.

A Figura 3.4 apresenta esquematicamente a preparacao do eletrodo descrito.
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Urs 2,59mg/ml | Glut. 0,15%

BSA 5,0mg/ml
0t Yot §

Poli(5-amino-1-naftol) evaporagio Poli(5-amino-1-naftol)
. ]
Poli(pirrol) Poli(pirrol)

P
Pt Pt

Figura 3.4. Esquema de preparacdo do biossensor contendo urease imobilizada por ligacdes
cruzadas com glutaraldeido.

Neste tipo de imobilizag&o, o intuito € ligar covalentemente a enzima ao poli(5-
amino-1-naftol), utilizando-se como “ancora” o reagente cloreto cianurico, conforme
ilustrado no esquema de reacdes apresentado na introducdo (Fig. 1.7). O
procedimento experimental consiste em inserir o eletrodo contendo os dois polimeros
em uma solucdo etandica de cloreto ciandrico 100,0 mg mL™, sob agitacdo e a
temperatura ambiente, por 4-5 horas. Em seguida, o eletrodo € lavado com agua
destilada e imerso em uma solucéo de urease 50,0 mg mL™* em tamp&o borato 0,1
mol L™ e pH 10,0, nas mesmas condicdes, por 24 horas. A Figura 3.5 ilustra o

processo descrito.

e —OPP0Y

m] Poli(5-NH,-1-NAP)

P
cloreto PPy

ciandrico I —
100 mg mL™

Figura 3.5. llustracdo do procedimento de ancoramento da urease ao poli(5-amino-1-naftol) por
ligacBes covalentes.
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Para quantificar a massa de urease imobilizada quimicamente ao substrato,
utilizou-se uma microbalanca a cristal de quartzo. Sobre o eletrodo piezelétrico (area
eletroativa de ouro = 0,32 cm?), foram eletrodepositados por amperometria 2,5 C cm™
de poli(pirrol), e em seguida procedeu-se com a polimerizacdo do (5-amino-1-naftol),
por voltametria ciclica (50 ciclos, a 50 mV s, em solucéo de monémero 5,0 mmol L™
e HCI 1,0 mol L™). Entdo, o eletrodo contendo ambos os polimeros foi imerso na
solucéo etandica de cloreto ciantrico 100,0 mg mL™, conforme descrito no paragrafo
anterior. A frequéncia de oscilacdo do eletrodo foi anotada apds 5 h de imersédo na
solucdo de cloreto cianurico (apés lavagem do eletrodo com agua deionizada e
secagem em fluxo de N;). Em seguida, o eletrodo modificado foi imerso na solucao
de urease 50,0 mg mL™ por 24 h, e ao final foi lavado com agua deionizada e seco
sob N,. Sua frequéncia de oscilacdo foi anotada novamente, e desta forma, a

diferenca entre a frequéncia tomada antes da imobilizacdo da urease e apds sua

ligagdo covalente ao substrato pode ser correlacionada com a massa de urease

efetivamente ligada ao eletrodo. A correlacdo é realizada através da Equacdo de
Sauerbrey [95]:

Af = -kAm

Na qual Af é a variacédo de frequéncia em Hz, Am é a variagdo de massa em
gramas, e k é o fator de sensibilidade integral, que correlaciona os dois ultimos, e
corresponde a 6,45 x 10’ cm? Hz g™.

Para o experimento em andlise, foi encontrado o valor de 115,0 pg cm™ de
urease imobilizada covalentemente sobre o substrato. Fazendo a correlagdo com a
area dos eletrodos de Pt utilizados nos demais experimentos (0,02 cm?), concluiu-se
que 2,3 ng de urease sdo quimicamente ligadas ao poli(5-amino-1-naftol) através do

método de ancoramento.
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Biossensores contendo apenas o poli(pirrol), sem poli(5-amino-1-naftol), foram
desenvolvidos para verificar o efeito do segundo polimero nas sensibilidades de
deteccao de uréia.

Sobre um eletrodo base contendo 2,5 C cm™ de poli(pirrol) apenas, depositou-
se por casting uma solucéo recém-preparada contendo urease, BSA e glutaraldeido.
Biossensores contendo diferentes proporcdes entre os trés reagentes foram
analisados, conforme mostra a Tabela 3.1. Os eletrodos foram mantidos em geladeira
(4 °C) até completa evaporacédo do solvente, e em seguida foram testados frente a

deteccao de uréia.

Tabela 3.1. Concentracdes de urease, BSA e glutaraldeido nas solu¢des depositadas sobre
2,5 C cm™ de poli(pirrol).

) [Urease] [BSA] [Glutaraldeido]
Biossensor 1 4
mg mL mg mL % viv
1 25,0 40,0 50
2 5,0 10,0 0,30
3 2,5 5,0 0,15

Com o intuito de verificar o pH no qual a detec¢do de uréia € mais favorecida,
preparou-se solucdes tampao de diferentes pHs, e entdo realizou-se o teste
amperometrico com o biossensor em cada solugcédo. Para pHs entre 8,14 e 10,20,
utilizou-se tampao borato 0,1 mol L™ (cujo pH foi ajustado com NaOH), e para pH

7,17 foi empregado o tampéo fosfato 50 mmol L + KCI 50 mmol L™,
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O biossensor analisado continha 2,5 C cm™ de poli(pirrol), e a urease (3,5 mg
mL™) foi imobilizada através de ligacbes cruzadas com glutaraldeido (0,19% v/v),
gac g

seguindo a metodologia ja explicada anteriormente.

A gquantidade de poli(5-amino-1-naftol) eletrodepositada sobre 2,5 C cm™ de
poli(pirrol) foi variada de acordo com o numero de ciclos de voltametria utilizados para
polimerizar o monémero (5-amino-1-naftol). Foram analisados eletrodos contendo
filmes de poli(5-amino-1-naftol) obtidos a partir de 10 a 70 ciclos de voltametria (da
maneira usual), os quais foram submetidos ao procedimento de imobilizacédo
covalente da urease ao poli(5-amino-1-naftol), segundo metodologia descrita no item
3.7.1 (D). Em seguida, os biossensores assim obtidos foram empregados na

deteccdo amperométrica de uréia, para avaliacdo de seus desempenhos.

Todos os testes amperométricos de deteccao de uréia foram realizados a 0,35
V, em 5,0 mL de tamp&o borato 0,1 mol L™ e pH 10,0 (pH otimizado). A solucéo era
continuamente agitada e aliquotas solucdo de uréia eram adicionadas periodicamente
a solucdo. Os experimentos foram efetuados a 25+1 °C, e as analises foram sempre

feitas, no minimo, em duplicata.

3.8. Biossensores de Uréia Macroporosos
A metodologia de preparo dos biossensores macroporosos consiste
inicialmente na formacéo do poli(pirrol) sobre o molde de esferas de poli(estireno), o

qual é em seguida removido, dando origem ao filme macroporoso. Apds a obtencao
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do poli(pirrol) nanoestruturado, segue-se com a imobilizacdo da urease, que foi
realizada de duas formas: (a) imobilizacdo covalente, apds deposicdo do poli(5-
amino-1-naftol) sobre o poli(pirrol) nanoestruturado, ou (b) imobilizacdo camada por
camada (layer by layer) diretamente sobre o poli(pirrol). Os procedimentos de
imobilizacdo da urease sobre a matriz macroporosa serdo apresentados nos
préximos itens.

De maneira mais detalhada, a preparacao do poli(pirrol) macroporoso consiste
nas seguintes etapas [39]:

(1) adicdo sobre o eletrodo (Pt, 0,02 cm?) de 10 pL de solucdo aquosa
contendo poli(estireno) (microesferas de 460 nm de diametro) 0,5% em massa e
Triton® X-100 (um surfactante ndo iénico, contendo tanto unidades hidrofilicas quanto
hidrofébicas) 1x10° mol L™?;

(2) evaporacéao do solvente em camara de umidade constante (caixa de isopor
contendo um béquer preenchido com &agua destilada), pois quanto mais lenta a
evaporacao, melhor o arranjo das microesferas no eletrodo;

(3) repeticao dos itens (1) e (2) por mais duas vezes;

(4) colocacéao do eletrodo em estufa a 100 °C, sob vacuo, por 4 horas, para que
as microesferas se fixem umas as outras, impedindo dissolu¢cao ao serem colocadas
na solucéao de pirrol;

(5) realiza-se a eletropolimerizacdo do pirrol conforme procedimento descrito
no item 3.4, deixando o eletrodo imerso na solucdo de mondémero por ao menos 30
minutos antes de iniciar a polimerizacao (para permitir a percolacdo da solugéo por
toda a extensao do molde);

(6) insere-se o eletrodo em um béquer contendo tolueno, por 24 horas, para

dissolucéo das esferas de poli(estireno), obtendo-se a nanoestruturacéo do polimero;
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A Figura 3.6 ilustra as etapas (5) e (6).

Poli(estireno) ) (6)
Eletrodeposicao - Dissolucao A A A
Py A&
—_— ¥y vy
0.7V : (24h em tolueno)

diametro das
esferas = 460nm

Figura 3.6. llustracdo das etapas (5) e (6) da metodologia de preparo do poli(pirrol) macroporoso.

Ap6s a preparacdo do filme de poli(pirrol) macroporoso (0,25 C cm™), foi
eletrodepositado sobre ele um filme de poli(5-amino-1-naftol). Novamente efetuou-se
a otimizacdo da quantidade deste polimero presente no biossensor de acordo com o
namero de ciclos de voltametria utilizados para sua sintese (10-50 ciclos). Sobre a
matriz bipolimérica, imobiliza-se a urease covalentemente através da reacdo com
cloreto cianurico (mesma metodologia descrita no item 3.7.1 (D)), e em seguida
testa-se o desempenho do biossensor obtido frente a deteccdo amperométrica de

uréia.

Apds a nanoestruturacdo via molde do poli(pirrol), cuja densidade de carga
depositada sobre a Pt foi 0,25 C cm™, prossegue-se com a imobilizacdo da urease
nesta matriz nanoestruturada através da técnica de automontagem camada por
camada, descrita na introducao.

A Tabela 3.2 apresenta a natureza das cargas de cada espécie utilizada nos
experimentos, e a metodologia de imobilizacdo de uma bicamada esta sumarizada na

Tabela 3.3., e ilustrada na Figura 3.7. Uma bicamada consiste, neste caso, na
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deposicdo de uma camada de PDDA" (poli(cloreto de dialildimetilaménio) sobre o
poli(pirrol) (0,25 C cm™), e depois uma camada de urease, sobre o PDDA. Esse
procedimento pode ser sistematicamente repetido “n

“n” bicamadas. Foram comparados os resultados obtidos com eletrodos contendo 5 e

15 bicama

das.

Tabela 3.2. Densidade de carga das substancias utilizadas na imobilizacdo camada por camada.

Espécie Tipo de Carga Justificativa
o ) Encontra-se dopado com ions dodecilbenzenosulfonato (DBS), que
Poli(Pirrol) Negativa . ) - i
conferem densidade de carga negativa superficial ao polimero
PDDA Positiva E um polication
Urease Negativa Ponto Isoelétrico = 4,9 (pH utilizado = 10,0)

Tabela 3.3. Seqtiéncia de imerséo do eletrodo contendo poli(pirrol) macroporoso para preparo
de uma bicamada.

1 - PDDA 5,0 mg mL™" em tamp&o borato 0,1 mol L™ (pH 10,0) 1800 ou 3600
2 — Lavagem em tampao borato 0,1 mol L™ (pH 10,0) 60

3 — Secagem sob fluxo de N2 10

4 — Urease 50,0 mg mL™ + BSA 25 mg mL™ 1800 ou 3600
em tampdao borato 0,1 mol L* (pH 10,0)

5 — Lavagem em tampao borato 0,1 mol L™ (pH 10,0) 60

6 — Secagem sob fluxo de N> 10

Figura 3.7. llustracdo do procedimento de preparacdo de uma bicamada. Apds cada lavagem em

[ 4

¢

1
s

—1
D

I=

PDDA  tampdo urease  tampdo

®

borato (-3 borato

tampa&o borato, o eletrodo é seco sob jato de N..

“ PDDA foi escolhido pois dentre as duas opg¢8es de polications disponiveis no laboratdrio (PDDA e PAH —
hidrocloreto de polialilamina), ele era o mais adequado considerando-se o elevado pH utilizado (pH 10,0).

vezes, sendo obtidas portanto
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A imobilizacdo da urease através da montagem camada por camada pode ser
realizada automaticamente com o auxilio de um robé (Figura 3.8), denominado “Robé
LbL”, desenvolvido em uma parceria entre os profs. Susana |. C. de Torresi, Roberto
M. Torresi e a empresa Prossiga. Este rob6 possui um programa que permite
escolher e variar diversos parametros, dentre eles: agitacdo durante a imersdo do
eletrodo, secagem do mesmo com N, e sua duracdo, tempo de imersdo em cada
béquer (5 mL), numero de ciclos (bicamadas), e numero de béqueres em que 0
eletrodo sera imergido. A utilizacdo desse robé tornou mais simples, rapida e pratica
a preparacao de eletrodos utilizando a técnica de montagem camada por camada,

gue antigamente era feita de forma manual.

Figura 3.8. Rob6 LbL

Para a quantificacdo da massa de urease imobilizada eletrostaticamente em
cada bicamada, foi utilizada a técnica de microbalanca a cristal de quartzo. O eletrodo

piezelétrico utilizado tem &rea eletroativa de 0,32 cm? de ouro. Foi realizada a
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platinizacdo desse eletrodo a -0.5 V vs Ag/AgCI/KCls;; em solucdo de acido
hexacloroplatinico 5 mmol L™, por 40 minutos. Em seguida, a superficie do eletrodo
foi limpa efetuando-se 10 ciclos de voltametria a 200 mV s (de -0,9 a 2,1 V), em
acido sulfarico 2,0 mol L™. Sobre o eletrodo depositou-se entdo o molde de esferas
de poli(estireno) (empregando-se um volume maior de solucdo de esferas - 5 x 20 uL
- visto que a area desse eletrodo é muito maior do que a area do de platina
empregado normalmente), e depois realizou-se a eletrodeposi¢céo do poli(pirrol), cuja
densidade de carga depositada foi 0,25 C cm? a mesma empregada nos
experimentos descritos no item 3.8.2. Ap6s remoc¢do do molde por dissolu¢cdo em
tolueno, utilizou-se 0 mesmo procedimento de deposicdo das bicamadas descrito
também naquele item. A variacdo de frequéncia obtida entre o eletrodo antes e apés
imersdo em cada uma das solugcdes (PDDA e urease) foi monitorada, e a massa de

urease depositada pode ser calculada aplicando-se a relagédo de Sauerbrey [95], que

ja foi apresentada nesta secdao.

3.9. Deteccdo Amperométrica de Amdnia pelo Poli(pirrol) Macroporoso

Estudou-se adicionalmente a aplicacdo da plataforma de poli(pirrol)
macroporoso como sensor de amdnia. Para este fim, preparou-se eletrodos
nanoestruturados seguindo a metodologia descrita no item 3.8.

Os testes amperométricos de deteccdo de aménia com eletrodos de poli(pirrol)
macroporoso foram realizados a 0,35 V em 5,0 mL de tamp&o borato 0,1 mol L™ e pH
10,0. Verificou-se as respostas frente a adicdo de amonia empregando-se eletrodos
contendo entre 0,10 e 0,50 C cm™ de polimero macroporoso eletrodepositado. Como
comparacado, eletrodos anélogos maci¢cos contendo as mesmas quantidades de

poli(pirrol) também foram empregados na deteccdo de aménia. Durante a detecgéo
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amperomeétrica, a solucdo era continuamente agitada e aliquotas de concentracao
conhecida de NH4Cl foram adicionadas periodicamente a solucdo. Todos o0s

experimentos foram realizados a 25+1 °C, e foram repetidos ao menos 2 vezes.

3.10. Deteccdo Amperomeétrica de Amonia por Nanofios de Poli(pirrol)

Buscando-se outra opcdo de nanoestruturacdo dos filmes de poli(pirrol),
estudou-se a deposicdo direta de nanofios desse polimero, através de técnicas
eletroquimicas (voltametria de pulso normal e amperometria). A principal vantagem
desses métodos de nanoestruturacao € que a eletrodeposicdo ocorre de maneira que
os nanofios sdo obtidos diretamente sobre o eletrodo, sem a necessidade de
emprego de moldes. Entretanto, conforme sera explicado na secédo "resultados e
discusséo”, a baixa eletroatividade dos nanofios obtidos limita as sensibilidades de
deteccd, devido a natureza do dopante empregado na sintese (ClO4, em detrimento
ao DBS’, utilizado em todos os outros experimentos apresentados neste trabalho).

A preparacao dos eletrodos contendo os nanofios sera descrita nos itens a
seguir, e os testes de deteccdo amperométrica de amobnia foram realizados da
maneira convencional (0,35 V, em tamp&o borato 0,1 mol L™ e pH 10,0, sob agitac&o,

com adicdes periddicas de aliquotas de NH,4Cl de concentracao conhecida).

Um dos métodos de preparacao de nanofios de poli(pirrol) consiste em aplicar
a voltametria de pulso normal ao eletrodo de trabalho (Au, 0,02 cm?) , estando este
Gltimo mergulhado em uma solucdo de pirrol 0,1 mol L e LiCIO4 0,1 mol L*,
preparada em tampao fosfato 0,1 mol L™ e pH 7,0. Esta metodologia foi proposta por

Ghanbari e colaboradores [42], e consiste em variar 0 potencial do eletrodo entre O e
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0,8 V de maneira pulsada, conforme ilustrado na Figura 3.9. Utiliza-se os seguintes
parametros experimentais: degrau de potencial = 4 mV, largura do pulso =04 s, e
periodo do pulso = 1,4 s. Durante a sintese dos nanofios foram empregados
diferentes numeros de ciclos de deposicdo (5 a 70), sendo que o procedimento
ilustrado na Figura 3.9 consiste em apenas 1 ciclo.

O mesmo procedimento foi realizado utilizando-se DBSA 0,1 mol L™ ao invés
de LiClO4 0,1 mol L™, com o intuito de verificar se ocorre a sintese dos nanofios de

poli(pirrol) dopado com DBS'".

Largura do pulso— Periodo da amostragem

Degrau de potencial—\l/

—
E
il

%

‘e Periodo do pulso

Figura 3.9. Esquema de variacdo do potencial em fun¢do do tempo na voltametria de pulso normal.

Neste método, a sintese dos nanofios de poli(pirrol) dopado com perclorato &
realizada potenciostaticamente a 0,7 V vs Ag/AgCI/KClsg, sobre eletrodos de Au (0,02
cm?), a partir de uma solucdo contendo pirrol 0,1 mol L™ e LiClO4 0,10 mol L™ em
tampéo fosfato 0,1 mol L (pH 7,0). Para a tentativa de sintese dos nanofios
dopados com DBS’, o procedimento é similar, sendo utilizada uma solucdo contendo

DBSA 0,1 mol Lt ao invés do LiClO,.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Deteccéo de NH3; por Poli(pirrol) Macico

A primeira etapa deste trabalho consiste na determinacdo dos parametros
otimos de funcionamento do sensor de amoénia, e esta otimizacdo é necessaria visto
que a deteccdo de uréia pelo biossensor proposto ocorre de maneira indireta. Na
realidade, a espécie detectavel eletroquimicamente € a amonia, a qual é produto da
hidrolise da uréia sob acao catalitica da urease, segundo a reacao:

NH,CONH, + 3 H,O0 225 2 NH," + HCO3 + OH [96]

Em meio basico, como o utilizado nos experimentos descritos a seguir (pH
10,0), ocorre a desprotonacao dos ions amoénio, favorecendo a presenca majoritaria
de amoénia, NH3;, em solucdo. A amobnia por sua vez pode ser detectada

amperometricamente pelo poli(pirrol), conforme descrito na introducao.

A polimerizag&o do pirrol é realizada por cronoamperometria, a 0,7 V. Uma vez
que o resultado deste tipo de experimento eletroquimico € um grafico de corrente
versus tempo, a area desse gréafico fornece a carga de polimero eletrodepositada, e
desta maneira, variando-se o tempo de aplicacdo do potencial, podem ser obtidas
diferentes cargas de polimero sobre o eletrodo. A Figura 4.1 exemplifica a
eletrodeposicéo de 2,0 C cm™ de poli(pirrol) sobre Pt (0,02 cm?).

Conforme descrito no procedimento experimental, a polimerizagéo é feita em
uma p-célula eletroquimica, e o volume de solucdo (Py 50,0 mmol L™ + DBS™ 25,0
mmol L) empregado neste caso é pequeno, cerca de 200,0uL. O perfil de deposicdo

que se observa no cronoamperograma da Fig. 4.1, no qual a corrente se torna
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constante a partir de 100s, é condizente com a teoria de a reacdo se tornar limitada
por transporte de massa, considerando-se que ndo ha agitacdo da solucédo durante a
reacdo. E valido salientar que a polimerizacdo do pirrol em diferentes densidades de

carga segue o0 mesmo comportamento apresentado na Fig. 4.1.

4,0

3.2+
"'E 24+
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0,8+

0 150 300 450 600
Tempo /s

Figura 4.1. Deposi¢édo potenciostatica (0,7 V? de 2,0 C cm? de PPy sobre Pt, a partir de solucdo
aquosa contendo Py 50,0 mmol L™ + DBS™ 25,0 mmol L™

Para a deteccdo amperométrica de amonia, foram empregados eletrodos cujas
densidades de carga de poli(pirrol) eletrodepositado variou entre 0,5 e 3,0 C cm™. Os
testes de deteccéo consistem na aplicacdo de um potencial fixo (0,35 V neste caso)
ao eletrodo de trabalho, contido numa célula eletroquimica convencional (3
eletrodos), cujo eletrélito suporte é tamp&o borato 0,1 mol L™ (pH 10,0). Os resultados
obtidos com os eletrodos contendo diferentes quantidades de poli(pirrol) encontram-
se na Figura 4.2. Nesses experimentos, cada salto de corrente corresponde a adi¢cao
ao eletrélito de uma aliquota de solucdo de NH4Cl de concentracdo conhecida,

ocasionando um incremento de 0,1 mmol L™ na concentrac&o total de NH,4".




Resultados e Discussao

80

60 -

j/pA cm?

20+

(a)

jI;.LAcm'2

80

60

20+

(b)

1

0
0

(d)

500 1000 1500 2000 2500 3000

Tempo /s
120

0

400

800 1200 1600 2000 2400
Tempo /s

0

400

800 1200 1600 2000 2400
Tempo/s

(c)

800 1200 1600 2000
Tempo /s

0 400 2400

0

400

800 1200 1600 2000 2400

Tempo /s

j/pA cm?

120 -

90 -

30+

(f)

0 400 800 1200 1600 2000 2400
Tempo /s

Figura 4.2. Testes amperométricos de deteccdo de NH; por eletrodo contendo PPy em diferentes
densidades de carga: (a) 0,5; (b) 1,0; (c) 1,5; (d) 2,0; (e) 2,5e (f) 3,0 C cm™. E= 0,35V,
pH= 10,0 (tampéao borato 0,1 mol L'l) e incremento de 0,1 mmol L™ de NH,CI por adicéo,
sob agitagdo continua.

O principal parametro que se utiliza para comparar o desempenho dos
diferentes sensores € a sensibilidade de deteccao do analito que cada um apresenta.

O calculo dessa grandeza é realizado da seguinte forma:

(a) Constréi-se um gréfico da densidade de corrente em fungcdo da concentracdo de
analito:

A partir do amperograma de deteccdo de amobnia, Ié-se a densidade de
corrente nos patamares, apos a adi¢do do analito, cujo incremento na concentracdo €
conhecido (0,1 mmol L™ por adic&o, nos exemplos da Fig. 4.2). Nesses patamares, a
corrente € estavel por ter atingido um limite difusional. Obtidos os valores de

densidade de corrente correspondentes a cada incremento de concentragdo, o gréafico

de j versus [NH4CI] pode ser construido.
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(b) Traca-se a reta que melhor se ajusta aos pontos experimentais:

Aplicando-se uma regressdo linear aos pontos experimentais do grafico |
versus [NH,4CI], obtém-se uma reta, conhecida como curva analitica, cujo coeficiente
angular corresponde a sensibilidade (S) do sensor frente a deteccdo do analito. O
valor do coeficiente de correlacdo (R) da reta obtida também €& um parametro
importante, pois quanto mais préximo de 1,0, melhor a adequacéo da reta aos dados
experimentais.

Os graficos apresentados na Figura 4.3. sdo obtidos de acordo com a

metodologia descrita nas etapas (a) e (b) acima, a partir dos amperogramas contidos

na Fig. 4.2.
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Figura 4.3. Curvas analiticas, sensibilidade (S) e coeficiente de correlacdo (R) dos sensores
apresentados na Fig. 4.2. (a) 0,5; (b) 1,0; (c) 1,5; (d) 2,0; (e) 2,5; (f) 3,0 C cm? de PPy,
conforme indicado.
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A tendéncia observada nesses experimentos é de aumento da sensibilidade de
deteccdo de amonia quanto maior a densidade de carga de poli(pirrol) no sensor, até
o valor de 2,5 C cm™, conforme ilustrado na Figura 4.4. Esta observacdo é importante
no sentido de comprovar a acao do poli(pirrol) como transdutor do sensor, uma vez
que a resposta eletroquimica do dispositivo esta diretamente ligada a quantidade de
poli(pirrol) presente. Entretanto, acima de 2,5 C cm™, a sensibilidade de deteccédo de
amonia diminui. Este resultado é consistente com o fato descrito na literatura [70] e
observado experimentalmente, de que filmes mais espessos se tornam néo-
aderentes e séo facilmente removidos da superficie do eletrodo pela simples acdo de
um jato de agua.

Ainda na Fig. 4.3, outra caracteristica apresentada por todos 0s seis sensores
é a saturacdo da resposta amperométrica a partir de 0,4 mmol L™, o que significa
que, para concentracbes de amodnia acima deste valor, o que se observa € uma
diminuicdo progressiva dos saltos de corrente. Por este motivo a regressao linear é
tracada com base apenas nos 5 primeiros pontos ([NH,CI] < 0,4 mmol L™?), que
correspondem a faixa linear de deteccdo. Considerando-se uma eventual aplicacao
desses sensores na determinacdo de amdnia em amostras clinicas, nas quais a
concentracdo dessa espécie varia entre 18-72 pmol L™* [80], a faixa linear de
concentracdes € adequada e inclusive extrapola em cerca de 4 vezes o valor maximo

geralmente encontrado nesse tipo de amostra.
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Figura 4.4. Sensibilidade de detec¢do de ambnia (em pH 10,0 e a 0,35V) em fun¢&o da densidade de
carga de PPy presente no sensor.

Foram analisados também filmes cuja densidade de carga de poli(pirrol) era
menor que 0,5 C cm™ (0,05 e 0,25 C cm™). Entretanto, as respostas obtidas foram
negligiveis, visto que a quantidade de poli(pirrol) era insuficiente para realizar a
transducéo do sinal quimico em sinal elétrico (corrente). No inicio do crescimento do
filme polimérico o eletrodo adquire uma coloracdo amarelo-translicida, que
corresponde a forma neutra do polimero. Aumentando o tempo de polarizacdo, o
eletrodo torna-se azul escuro e, em seguida, uma camada preta de polimero é obtida,
esta Ultima correspondendo ao poli(pirrol) oxidado [10]. Quando se depositou o
poli(pirrol) em densidades de carga inferiores a 0,5 C cm?, observou-se que o
eletrodo n&o atingia a coloracdo azul-escura, indicando a formacdo de um filme
bastante fino do polimero, fato que explica as sensibilidades despreziveis obtidas.

Em suma, a quantidade de poli(pirrol) que confere melhor desempenho ao
sensor frente & deteccdo de amédnia é 2,5 C cm?, e portanto serd mantida nos

proximos experimentos apresentados.
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A finalidade desta etapa do trabalho consiste na determinacéo do potencial no
qual a deteccdo de amonia € mais eficiente, isto €, o potencial no qual a sensibilidade
€ maior. Para tanto, foram analisados os amperogramas de deteccado realizados em
trés potenciais distintos: 0,30, 0,35 e 0,40 V (Figura 4.5). Nesses experimentos, fixou-
se a densidade de carga de poli(pirrol) em 2,5 C cm?, e o pH da solucdo em 10,0
(tamp&o borato 0,1 mol L™). Cada incremento de corrente corresponde a uma adicéo
de solucédo de NH,4Cl em concentracdo conhecida, e para cada adicdo a concentracao

total de NH," aumentava 60 pmol L™.
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Figura 4.5. Testes amperométricos de detecc@o de NH; em diferentes potenciais, conforme indicado.
Carga de PPy do sensor = 2,5 C cm™. Testes em pH 10,0 (tampé&o borato 0,1 mol L'l) e
incremento de 60 umol L™ por adicao de NH,CI, sob agitacédo continua.

Na Figura 4.6 encontram-se as curvas analiticas relativas aos sensores
testados nos trés potenciais (Fig. 4.5). A analise dessas curvas revela que nos trés
potenciais a faixa de deteccdo de amonia € linear até concentracées bem acima das
tipicamente encontradas em amostras clinicas (18-72 umol L™?), e que a maior

sensibilidade de deteccgdo € obtida quando o potencial aplicado é 0,35 V, e também
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nessa condicdo se obtém uma melhor adequacéo da reta aos pontos experimentais,

verificada pelo coeficiente de correlacdo mais proximo de 1,0.
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Figura 4.6. Curvas analiticas, sensibilidades (S) e coeficientes de correlacdo (R) dos sensores
apresentados na Fig. 4.5. Testes a (a) 0,30, (b) 0,35 e (c) 0,40 V, conforme indicado.

As sensibilidades obtidas em func&o do potencial de operagédo do sensor estao
apresentadas na Figura 4.7. Variacdes de 50 mV no potencial em que é realizada a
deteccdo de ambnia séo responsaveis por alteracbes consideraveis na sensibilidade,
e dentre os analisados, o potencial mais favoravel para a transducédo € 0,35 V.

Portanto, este sera o potencial empregado nas préximas deteccoes.
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Figura 4.7. Sensibilidade de deteccao de aménia em funcdo do potencial de operacéo.
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O resultado apresentado na Fig. 4.7 pode ser corroborado pelo voltamograma
ciclico de um filme de poli(pirrol), realizado a 50 mV s™ em tampao borato 0,1 mol L™
(Figura 4.8). Observa-se nesse voltamograma que o0 maximo do pico de oxidagao
encontra-se exatamente em 0,35 V, demonstrando a maior eletroatividade do

polimero neste potencial.

120

Figura 4.8. Voltamograma ciclico de um filme de PPy, realizado em tamp&o borato 0,1 mol L™, pH
10,0,a50 mVs™,

4.2. Utilizacao do Poli(5-Amino-1-Naftol) na Reducéo do Sinal de Interferentes
Conforme descrito na introducéo, o poli(5-amino-1-naftol) € um polimero que
pode ser utilizado com a finalidade de minimizar o sinal amperométrico gerado por
espécies interferentes, como por exemplo os acidos Urico e ascorbico, que se oxidam
na mesma faixa de potenciais que o analito de interesse. Desta forma, sera analisado
nesta etapa o potencial desse polimero na reducédo ou supressdo do sinal dos dois
interferentes citados. Essa andlise € interessante na medida em que o poli(5-amino-1-
naftol) também podera ser utilizado na construcdo do biossensor de uréia, e caso seja

observado o efeito esperado, esse polimero tera um papel duplo no biossensor: além
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de reduzir o sinal de possiveis espécies interferentes, permitira a imobilizacao
covalente da urease a matriz polimérica.

Foram realizados dois experimentos no sentido de verificar a acdo do poli(5-
amino-1-naftol). No primeiro deles, utilizou-se um sensor contendo apenas poli(pirrol)
(2,5 C cm™), preparado da maneira convencional, e no segundo foi eletrodepositado
por voltametria ciclica (50 ciclos) um filme de poli(5-amino-1-naftol) sobre o
poli(pirrol). Em ambos os casos foram realizados testes amperométricos, durante 0s
quais se adicionou, ap6s o NH4CI, os acidos ascérbico e urico. Foram feitas trés
adicoes de cada um dos compostos, e cada uma delas corresponde a um incremento
de concentracéo de 60 umol L™ do respectivo composto. Os testes foram realizados a
0,35 V, sob agitacéo continua, em meio de tamp&o borato 0,1 mol L™ e pH 10,0. Os
resultados desses dois experimentos encontram-se nas Figuras 4.9 e 4.10,

respectivamente.
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Figura 4.9. Cronoamperograma de deteccao de aménia, acido ascérbico e acido Urico, pelo sensor
contendo apenas poli(pirrol). Efetuou-se 3 adicbes consecutivas de cada um dos
compostos, conforme indicado. E= 0,35 V; tamp&o borato 0,1 mol L e pH 10,0; agitacdo
continua.
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Figura 4.10. Cronoamperograma de deteccdo de amdnia, acido ascorbico e 4cido urico, pelo sensor
contendo poli(pirrol) e poli(5-amino-1-naftol). Efetuou-se 3 adigbes consecutivas de cada
um dos compostos, conforme indicado. E= 0,35 V; tampé&o borato 0,1 mol L e pH 10,0;
agitacao continua.

Na Fig. 4.9, que apresenta o teste de deteccdo de amodnia e interferentes por
um sensor contendo apenas poli(pirrol), se observa que, no potencial de 0,35V, sao
gerados sinais amperométricos apdés a adicdo dos &cidos ascérbico e urico, e 0s
saltos de corrente relativos a esses interferentes sdo inclusive maiores do que os da
prépria amonia.

Entretanto, na Fig. 4.10, que mostra o teste de deteccdo de amobnia e
interferentes pelo sensor contendo ambos poli(pirrol) e poli(5-amino-1-naftol),
observa-se gque este ultimo polimero ndo apenas reduz, e sim praticamente suprime o
sinal dos interferentes adicionados, em relacdo ao sinal gerado pela oxidagdo da
amoOnia. Este resultado é bastante interessante, e pode ser explicado de maneira
simples. O poli(5-amino-1-naftol) apresenta em sua estrutura varios grupos OH livres
(ver Fig. 1.5 da introdugdo), ocasionando uma alta densidade eletrénica sobre sua
superficie. Os interferentes acidos ascorbico e Urico apresentam-se na forma aniénica
no pH béasico mantido durante as andlises, e dessa forma s&o repelidos

eletrostaticamente pelo poli(5-amino-1-naftol). Essa agdo eletrostatico-repulsiva do




Resultados e Discussao 60

poli(5-amino-1-naftol) frente aos acidos ascorbico e Urico impede que essas espécies
carregadas se aproximem ao poli(pirrol), ocasionando a supressdo do sinal

amperomeétrico verificada na Fig. 4.10.

4.3. Biossensores de Uréia Macicos

A construcdo do biossensor de uréia proposto nesta tese consiste em
incorporar a enzima urease ao sensor de amoénia otimizado, descrito nos itens
anteriores. Inicialmente, a intencdo € aliar as propriedades de deteccao
amperométrica de amoénia pelo poli(pirrol), e a diminuicdo do sinal de interferentes
resultante da acdo eletrostatico-repulsiva do poli(5-amino-1-naftol). Apds a
incorporacdo da enzima urease a matriz bi-polimérica, o biossensor assim obtido se
caracterizara pela deteccéo indireta da uréia, uma vez que a urease catalisa a reacao
de hidrolise da uréia em amobnia, e esta Ultima espécie é que sera detectada
eletroquimicamente. Nesse sentido, um resultado fundamental que comprova que a
deteccdo da uréia ndo ocorre sem a presenca de enzima é apresentado na Figura
4.11, que corresponde a um teste de deteccdo amperométrica realizado a 0,35 V e
em pH 10,0, conforme usual, utilizando-se o sensor contendo 2,5 C cm™ de poli(pirrol)
e poli(5-amino-1-naftol) apenas. Nesse experimento foram adicionadas
periodicamente aliquotas de solugcéo de uréia, cada uma ocasionando um aumento
de 0,6 mmol L™ na concentracéo total desse analito. A andlise desse experimento
revela que ndo ha deteccao de uréia pelo sensor contendo apenas os dois polimeros,
uma vez que nao ocorre a producdo de amodnia, que é a espécie detectavel. Como
sera verificado nos itens a seguir, a presenca da urease é fundamental para a

viabilidade da deteccéo de uréia.
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Figura 4.11. Verificacdo da detecgéo de uréia pelo sensor contendo poli(pirrol) (2,5 C cm'z) + poli(5-
amino-1-naftol), sem urease. Efetuou-se 3 adicdes de solucdo de uréia, conforme
indicado, cada uma ocasionando um incremento de 0,6 mmol L. E= 0,35 V; tampdo
borato 0,1 mol L™ e pH 10,0; agitacédo continua.

Na etapa de desenvolvimento do biossensor para deteccdo de uréia, foram
estudadas diferentes maneiras de se incorporar a enzima urease no sensor de
amonia, isto €, na matriz polimérica de poli(pirrol) e poli(5-amino-1-naftol). Quatro
métodos foram analisados visando-se obter maiores sensibilidades de deteccao do
analito, neste caso a uréia. Os resultados e a discussao pertinente a cada forma de

imobilizacdo encontram-se a seguir.

De acordo com a metodologia descrita na parte experimental, a proposta
desse experimento era verificar a adsorcdo espontanea da enzima na matriz
polimérica (poli(pirrol) e poli(5-amino-1-naftol)). A partir da analise do teste
amperometrico mostrado na Figura 4.12, conclui-se que o procedimento empregado
foi inadequado, pois praticamente ndo houve imobilizacdo da urease, e essa

afirmacédo é baseada no fato de ndo se observar saltos de corrente apds sucessivas
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adicbes de wuréia a solucdo. Provavelmente, nas condicbes experimentais
empregadas (apenas 3 h de imerséao do eletrodo em solucéo diluida de enzima, a 4
°C), a quantidade de enzima imobilizada seja infima, e também a lavagem do eletrodo
com agua deionizada antes do inicio do teste talvez ocasione a lixiviacdo das
unidades de enzima eventualmente adsorvidas. Outra explicacdo € a ocorréncia de
repulsdo entre a urease (carregada negativamente em pH 10,0) e os grupos —OH

livres do poli(5-amino-1-naftol), que apresentam elevada densidade eletronica.
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Figura 4.12. Cronoamperograma de detec¢do de uréia pelo biossensor preparado via imobilizacéo
espontanea. Efetuou-se sucessivas adi¢cdes de solucdo de uréia, conforme indicado,
cada uma ocasionando um incremento de 0,6 mmol L™, E= 0,35 V; tampéo borato 0,1
mol L™ e pH 10,0; agitacdo continua.

Este tipo de imobilizacdo consiste em formar uma barreira fisica sobre o filme
de enzima, impedindo que elas sejam lixiviadas, conforme ilustra a Figura 4.13. A
barreira escolhida neste caso foi o acetato de celulose, um polimero bastante

empregado para esse proposito.
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Figura 4.13. Esquema da imobilizacado da urease pelo acetato de celulose, uma barreira fisica que
impede a perda de enzimas (urease) por lixiviagao.

O teste de deteccdo de uréia e a curva analitica obtidos com esse tipo de
biossensor encontram-se na Figura 4.14. Como usual, a deteccao foi realizada a 0,35
V e em solucdo tampdo borato 0,1 mol L* e pH 10,0, sob agitacdo constante.
Aliquotas de solucdo de uréia eram periodicamente adicionadas ao sistema,
causando um aumento de 0,6 mmol L™ na concentracéo de uréia por adicdo. Cada
salto observado na Fig. 4.14 (a) corresponde a uma adi¢cdo de uréia. A formacao
desses saltos é devida a reoxidacao do poli(pirrol), ocasionada ap6s a oxidacao da
amodnia a NO, ressaltando-se que a formacdo da amobnia é resultado da acéo
catalitica da urease.

A sensibilidade de deteccdo de uréia desse biossensor é baixa (S= 0,02 YA
cm? mmol™ L). Acredita-se que a formacado da barreira fisica de acetato de celulose
sobre as enzimas dificulta a difusdo das moléculas de uréia até o sitio ativo das
enzimas, diminuindo portanto a producdo de amonia e também a corrente gerada.

Por outro lado, a reta tracada (Fig. 4.14 (b)) ajusta-se muito bem aos pontos
experimentais, e o intervalo de resposta linear € amplo, considerando-se que a
concentracdo de uréia tipicamente presente em amostras clinicas encontra-se entre

1,3 e 3,5 mmol L™ [1].
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Figura 4.14. (a) Cronoamperograma de deteccdo de uréia pelo biossensor cuja imobilizacdo da
urease é feita por barreira fisica de acetato de celulose. E= 0,35 V, tamp&o borato 0,1
mol L e pH 10,0, incremento de 0,6 mmol L' de uréia por adicdo, sob agitacéo
constante. (b) Curva analitica do biossensor, sua sensibilidade (S) e coeficiente de
correlacdo (R) da regressao linear.

A formacédo de ligacbes cruzadas entre o glutaraldeido e a urease tem por
finalidade reduzir novamente a perda das enzimas por lixiviagdo ao longo da
utilizacao do biossensor, e também facilitar a difusdo do analito até o centro ativo de
reacdo das enzimas imobilizadas. O glutaraldeido € uma molécula freqientemente
empregada em aplicacbes bioquimicas como um crosslinker homobifuncional
(apresenta dois grupos aldeido terminais) reativo frente a grupos amino presentes em
enzimas, por exemplo. Desta maneira, a reacdo do glutaraldeido com a urease
ocasiona a formacdo de uma rede entrecruzada dessas espécies, conforme

esquematizado na Figura 4.15.
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Figura 4.15. llustracdo da formacdo de redes interpenetrantes de urease e glutaraldeido no
biossensor cuja imobilizacdo da enzima é feita por ligacées cruzadas.

A preparacao desse biossensor consistiu na deposicéo por casting de 10 pL de
solucdo de urease 2,5 mg mL™, BSA 5,0 mg mL™ e glutaraldeido 0,15% v/v sobre o
eletrodo contendo os dois polimeros. Entdo o eletrodo é mantido a 4 °C até
evaporacao do solvente. Os resultados obtidos com esse biossensor encontram-se
na Figura 4.16. A sensibilidade obtida neste caso é bem maior, S= 0,18 puA cm™
mmol™ L, comparando-se com o Ultimo biossensor apresentado (imobilizacdo da
urease por barreira fisica). Atribui-se esse aumento de sensibilidade a maior
facilidade de aproximacdo da uréia ao sitio reativo da enzima, uma vez que elas
estdo mais expostas do que no caso anterior, conforme se ilustrou esquematicamente
na Fig. 4.15.

Ainda na Fig. 4.16, observa-se no gréfico (b) que a reta ajusta-se bem aos
pontos experimentais, € que a faixa de concentragdes na qual a resposta € linear até
cerca de 4,5 mmol L de uréia. Essa saturacédo da resposta ocorre devido: (a) &
grande quantidade de analito que € hidrolisado pela enzima em um determinado
tempo, sobrecarregando-a e causando uma diminuicdo de sua atividade, e (b) a

ocorréncia de interagdes irreversiveis entre o poli(pirrol) e a amoénia em

concentracdes elevadas, causando a diminuicao da eletroatividade do polimero.
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Figura 4.16. (a) Cronoamperograma de deteccdo de uréia pelo biossensor cuja imobilizacdo da
urease ¢ feita por liga¢des cruzadas. E= 0,35 V, tampé&o borato 0,1 mol L e pH 10,0,
incremento de 0,6 mmol L™ de uréia por adi¢éo, sob agitacdo constante. (b) Curva
analitica do biossensor, sua sensibilidade (S) e coeficiente de correlagdo (R) da
regressao linear.

O biossensor preparado e testado (Fig. 4.16) foi mantido por seis dias a 4 °C
imerso em solugéo tamp&o borato 0,1 mol L™ e pH 10,0. Ao se repetir o teste de
deteccdo de uréia no sexto dia, o resultado obtido é a reducdo em 3 vezes no valor
de sensibilidade de deteccdo de uréia (Figura 4.17; S= 0,06 pA cm™? mmol™® L).
Conforme descrito anteriormente, no tipo de imobilizacdo da enzima empregado
nesse biossensor, se formam ligagdes cruzadas entre a urease e o glutaraldeido, mas
nao entre ambos e o substrato polimérico. Desta maneira, com o passar do tempo
provavelmente boa parte do filme contendo urease entrecruzada com glutaraldeido se
desprenda do eletrodo, diminuindo a quantidade de enzima presente e causando a

reducédo na sensibilidade.
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Figura 4.17. Repeticdo do teste de detec¢cdo amperométrica de uréia, apés 6 dias de preparo do
biossensor. E= 0,35 V, tampéo borato 0,1 mol L' e pH 10,0, incremento de 0,6 e 1,2
mmol L™ de uréia por adicéo, conforme indicado, sob agitagéo constante.

Para a obtencao de biossensores cuja sensibilidade de detec¢céo de uréia seja
elevada e se mantenha assim ao longo do tempo, mantém-se os esfor¢cos para
encontrar uma metodologia de imobilizacdo da enzima mais adequada a esse
propaosito.

Nesse sentido, uma maneira elegante de imobilizar a urease sobre o poli(5-
amino-1-naftol) consiste em liga-los quimicamente através de uma ligacdo covalente.
Com esse propdsito, faz-se uso de uma molécula denominada “ancora”, o cloreto
cianurico, de estrutura apresentada na Figura 4.18, e cuja acao foi detalhada na
introducdo. A ligagédo covalente formada entre a enzima e o substrato deve extinguir

o problema de perda da enzima por lixiviagdo ao longo do tempo.

Figura 4.18. Férmula estrutural do cloreto ciandrico.
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A preparacdo do biossensor consistiu, na primeira etapa, em ligar
guimicamente a urease ao poli(5-amino-1-naftol). Em seguida, realizou-se o
procedimento de imobilizar a urease por ligacbes cruzadas, da mesma maneira
descrita no item C (utilizando-se o glutaraldeido). Um esquema do design do
biossensor € apresentado na Figura 4.19. O intuito de preparar o biossensor desta
maneira € poder compara-lo aguele cuja imobilizacdo da enzima ocorre via ligacdes
cruzadas apenas, e entdo atribuir qualguer melhora no desempenho do dispositivo a
presenca das ligacdes quimicas entre a urease e o poli(5-amino-1-naftol), visto que

esta é a Unica diferenca entre os dois biossensores.

RS DA E
=] Jof Jo}
Urend DO QOO crssime st gt
ross-linking
com Glutaraldeido ‘ - ' '
Poli(5-NH,-1-NAP) z Poli(5-NH,-1-NAP)

PPy PPy

Figura 4.19. llustracdo do procedimento de preparo do biossensor cuja imobilizacdo da urease foi
realizada por ligacdo quimica ao poli(5-amino-1-naftol), e em seguida por formacao de
ligagdes cruzadas com glutaraldeido.

Foram realizados testes de deteccdo de uréia utilizando-se o biossensor
ilustrado na Fig. 4.19 em quatro ocasides distintas: no dia em que foi preparado e
apoés 6, 15 e 20 dias. No intervalo entre os experimentos o eletrodo foi mantido a 4 °C
imerso em solucéo tamp&o borato 0,1 mol L™ e pH 10,0. Os experimentos realizados

no primeiro e décimo quinto dias encontram-se na Figura 4.20.
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Figura 4.20. Cronoamperogramas de deteccdo de uréia pelo biossensor cuja imobilizacdo da urease
é feita por ligagcao quimica, e respectivas curvas analiticas, nas quais: sensibilidade = S
e coeficiente de correlacdo da regresséo linear = R. (a) e (b) correspondem ao teste do
1° dia, (c) e (d) ao do 15° dia. E= 0,35 V, tamp&o borato 0,1 mol L e pH 10,0,
incremento de 0,6 mmol L™ de uréia por adicéo, sob agitacdo constante.

Para facilitar a discussdo e torna-la menos repetitiva, a partir daqui serao
empregadas as seguintes abreviacbes, designando os biossensores a partir do
respectivo método de imobilizacdo da urease:

IE = Imobilizacdo Espontéanea; IBF = Imobilizagdo via Barreira Fisica; ILC =
Imobilizacdo via Ligagbes Cruzadas; ILQS = Imobilizacédo via Ligacdo Quimica ao
Substrato.

Verifica-se na Fig. 4.20 um aumento da sensibilidade do biossensor ILQS em
cerca de quatro vezes, do primeiro ao décimo quinto dia. Primeiramente atribuiu-se

essa melhora no desempenho do biossensor a formacéo de novas ligacdes entre as
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enzimas presentes na camada contendo glutaraldeido e ancoras que possivelmente
ndo tenham reagido, aumentando assim a quantidade de urease imobilizada
guimicamente. Entretanto, ap0s a realizacdo de um experimento onde se imobilizou a
urease apenas via ligacbes quimicas ao poli(5-amino-1-naftol), sem a adicdo da
camada de glutaraldeido, verificou-se o mesmo comportamento, isto €, um aumento
da sensibilidade ao longo do tempo. Desta maneira atribui-se essa melhora na
resposta a melhor acomodacédo da estrutura enzimatica ao longo do tempo, expondo
mais seu sitio ativo ao meio analitico.

Além disso, ao se comparar as sensibilidades de deteccédo deste biossensor
com os demais apresentados até aqui, conforme sumarizado na Tabela 4.1, observa-
se que:

(a2) no primeiro dia, a sensibilidade do biossensor ILQS é bem maior que do
IBF, mas apresenta a mesma ordem de grandeza do biossensor ILC;

(b) do sexto ao décimo quinto dia a sensibilidade do biossensor ILQS atinge
um patamar estavel em cerca de 0,50 pA cm? mmol® L, enquanto os outros
biossensores praticamente perdem sua capacidade de detecc¢éo de uréia;

(c) somente a partir do vigésimo dia o biossensor ILQS ndo apresenta mais
resposta amperométrica apreciavel frente a deteccao da uréia.

A relativa estabilidade do biossensor ILQS em comparacdo aos demais se
deve a formacao efetiva de ligacbes quimicas entre a urease e o poli(5-amino-1-
naftol), impedindo que as enzimas imobilizadas quimicamente se desprendam do

substrato, causando o fendmeno de lixiviacao ja descrito anteriormente.
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Tabela 4.1. Sensibilidade de deteccédo de uréia dos diferentes biossensores em fungéo do tempo.

1° dia 6° dia 15° dia 20° dia

S/pAcm?mmol™L S/pAcm?mmol®’L S/pAcm?mmol™L S/pAcm?mmol™L

Forma de Imobilizacao

Esponténea (IE) - - - -

Barreira Fisica (IBF) 0,02 - - -

Ligacdes Cruzadas (ILC) 0,18 0,06 - -

Ligagcdo Quimica ao

0,13 0,47 0,50 -
Substrato (ILQS)

Outro fato importante a se considerar na comparacdo entre os diferentes
biossensores € a quantidade de enzima presente em cada um deles, que afeta
diretamente os valores de sensibilidade obtidos. A Tabela 4.2 traz as sensibilidades
apresentadas na Tabela 4.1 normalizadas pela massa de urease imobilizada. O
calculo da massa é feito diretamente a partir da concentracdo e do volume das
solugcdes de urease empregadas para o preparo dos biossensores IBF e ILC. Para a
determinacdo da massa de urease imobilizada quimicamente ao poli(5-amino-1-
naftol), através do cloreto cianurico, utilizou-se uma microbalanca a cristal de quartzo.
O procedimento, descrito na se¢cdo experimental, consiste em verificar a frequéncia
de vibracdo de um cristal de quartzo piezelétrico contendo o eletrodo em dois
momentos: a) apos a ligacdo do cloreto cianurico ao poli(5-amino-1-naftol), e b) apds
a imobilizacdo quimica da urease ao substrato. Desta forma, a variacdo de frequéncia
obtida é relativa a deposicao de urease atraves da ligacdo covalente ao substrato, e a
massa de enzima imobilizada pode ser entdo calculada a partir da Equacao de
Sauerbrey:

Af = -kAm

Na qual: k = fator de sensibilidade integral = 6,45 x 10’ cm? Hz g™
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Tabela 4.2. Sensibilidade de deteccdo de uréia dos biossensores em funcdo do tempo. Valores
normalizados pela massa de urease imobilizada.

0 i o 4 )
Forma de Imobilizag&o 1" dia 15" dia Urease

S/pAcm?mmol*L mg® S/pAcm?mmol™L mg® m/mg
Espontanea (IE) - - -
Barreira Fisica (IBF) 0,04 - 5,00 x 10™
Ligacdes Cruzadas (ILC) 3,60 - 5,00 x 10
Ligacéo Quimica ao Substrato (ILQS) 2,49 9,56 5,23 x 107

Considerando entdo as sensibilidades normalizadas a partir da massa de
urease efetivamente presente no biossensor, observa-se mais pronunciadamente o

efeito benéfico da imobilizacdo covalente da urease na estabilidade do biossensor.

Adicionalmente, foram desenvolvidos biossensores contendo apenas um
polimero, o poli(pirrol) (2,5 C cm™), e a urease imobilizada diretamente sobre ele, com
a finalidade de comparar as respostas obtidas com biossensores apresentando ou
nao poli(5-aminol-naftol). Nestes experimentos, empregou-se 0 método de
imobilizacdo da urease via ligagcdes cruzadas com glutaraldeido, que consiste em
depositar por casting sobre o filme de poli(pirrol) uma solucdo recém-preparada de
urease, BSA e glutaraldeido. Foram analisadas trés condi¢cfes distintas de preparo,

conforme apresentado na Tabela 4.3.

Tabela 4.3. Concentracdes de urease, BSA e glutaraldeido, utilizadas nos trés experimentos.

] [Urease] [BSA] [Glutaraldeido]
Biossensor 1 1
mg mL mg mL % viv
1 25,0 40,0 50
2 50 10,0 0,30

3 2,5 5,0 0,15
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Em seguida foram realizados testes de deteccdo de uréia com o0s trés
biossensores nas condicdes usuais, e as respectivas curvas analiticas encontram-se
nas Figuras 4.21 a 4.23, relativas aos biossensores 1 a 3 da Tabela 4.3,
respectivamente.

O gue se poderia concluir equivocadamente através da analise dessas figuras
€ que a sensibilidade de deteccdo de uréia € inversamente proporcional a
concentracdo de urease. Entretanto, deve-se considerar que o glutaraldeido em
concentracfes elevadas pode agir como uma barreira difusional entre a enzima e o
meio analitico, e dessa forma mesmo utilizando-se grandes concentracdes de urease,
o bloqueio fisico impede a aproximacdo da uréia aos sitios ativos da enzima,

diminuindo entdo a sensibilidade de detecc¢éo.

30

18 -

-2

12 -

j-i,/vAcm

$=1,79 pA cm™2 mmol™1 L
R= 0,996

0 3 6 9 12 15 18

[Uréia] / mmol L™

Figura 4.21. Curva analitica do biossensor 1, sua sensibilidade (S) e coeficiente de correlacéo (R) da
regressdo linear. Deteccdo a 0,35V, em tampéo borato 0,1 mol L' e pH 10,0, com
incrementos de 2,0 mmol L™ de uréia por adi¢do, sob agitacdo constante.
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Figura 4.22. Curva analitica do biossensor 2, sua sensibilidade (S) e coeficiente de correlacdo (R) da
regressédo linear. Deteccdo a 0,35V, em tampéo borato 0,1 mol L' e pH 10,0, com
incrementos de 2,0 mmol L™ de uréia por adicao, sob agitacéo constante.

]
24 "
20 b
« 16F
£
% 12+
= 8r
= 4l $=6,08 pA cm” mmol™ L
R= 0,991
OF
1 " 1 " 1 " 1 " 1 " 1

0 1 2 3 4 5

[Uréia] / mmol L™

Figura 4.23. Curva analitica do biossensor 3, sua sensibilidade (S) e coeficiente de correlacdo (R) da
regressao linear. Deteccdo a 0,35V, em tampao borato 0,1 mol L™ e pH 10,0, com
incrementos de 2,0 mmol L™ de uréia por adicdo, sob agitacéo constante.

O biossensor 3, descrito na Tabela 4.3, foi realizado nas mesmas condi¢des
que o apresentado anteriormente (item 4.3.1), o qual se denominou ILC (imobilizagao
por ligacdes cruzadas), exceto que neste Ultimo o poli(5-amino-1-naftol) também
estava presente. Ao se comparar entdo as sensibilidades de deteccdo de uréia de

ambos 0s biossensores, observa-se que no caso em gue ndo se utiliza o poli(5-
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amino-1-naftol) sensibilidades cerca de trinta vezes maiores sdo obtidas (ver Tabela
4.4). Embora o poli(5-amino-1-naftol) também seja um polimero condutor,
provavelmente a quantidade desse polimero presente no eletrodo (obtida a partir 50
ciclos de voltametria a 50 mV s™ em solucdo de mondmero) seja excessiva, isto &,
forma-se um filme espesso, prejudicando assim a difusdo da amoénia até o poli(pirrol),
que é efetivamente o transdutor eletroquimico A veracidade desta afirmacdo sera
averiguada no item 4.3.4.

Além disso, a condutividade do polimero nas condicdes experimentais
empregadas deve ter sido reduzida, pois se sabe que esse polimero apresenta
condutividade de cerca de 102 S cm™ apenas em pHs &cidos e meios organicos [44],

nao sendo o caso dos experimentos realizados neste trabalho (pH 10,0).

Tabela 4.4. Comparacao das sensibilidades de deteccdo de uréia dos biossensores
ILC contendo ou ndo poli(5-amino-1-naftol).

] Sensibilidade
Biossensor ILC = 1
S/pAcm“ mmol™ L

sem poli(5-amino-1-naftol) 6,02

com poli(5-amino-1-naftol) 0,18

Nos tipos de imobilizacdo da urease por ligagdes cruzadas com glutaraldeido e
por barreira fisica de acetato de celulose, a presenca do poli(5-amino-1-naftol) ndo é
essencial, como no caso da Iimobilizacdo por ligacdes quimicas descrita
anteriormente, método no qual ligagdes covalentes sdo promovidas entre a urease e
esse polimero. A utilizacdo desse polimero foi necesséaria para poder comparar 0s
biossensores em termos apenas das diferentes formas de imobilizacdo da urease,
uma vez que o substrato bipolimérico era 0 mesmo em todos os experimentos. Além

disso, como foi demonstrado em sec¢des anteriores, o poli(5-amino-1-naftol) apresenta
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um grande potencial na supressao do sinal de interferentes, justificando entdo sua

presenca em todos os biossensores.

Um dos primeiros parametros que se procurou otimizar no caso do biossensor
de uréia foi o pH mantido durante as analises, visto que a atividade enzimatica é
reconhecidamente dependente dessa variavel. Foram realizados testes de deteccéo
amperométrica de uréia em pHs variando entre 7,17 e 10,20, e os resultados
encontram-se na Figura 4.24. Esses experimentos foram realizados com um
biossensor contendo apenas poli(pirrol) em densidade de carga igual a 2,5 C cm?, e
a forma de imobilizacdo da urease utilizada foi a formacao de ligacGes cruzadas com
glutaraldeido (neste caso sem BSA). O procedimento de preparo do eletrodo consiste
em depositar por casting sobre o poli(pirrol) 10 pL de solugdo 3,5 mg mL™ de urease
e 0,19% de glutaraldeido v/v. Entdo, aguarda-se a secagem do filme mantendo o
eletrodo a 4 °C. Como usual, os experimentos sio realizados a 0,35 V, em uma célula
contendo 5,0 mL de tamp&o borato 0,1 mol L™ (para pHs entre 8,14 e 10,20) ou
tampao fosfato 50 mmol L™ + KCI 50 mmol L™ (para pH 7,17), sob agitacdo continua.
Sao adicionadas aliquotas de solucdo de uréia que ocasionam, cada uma, um

aumento de 0,6 mmol L™ na concentracéo total.
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Figura 4.24. Cronoamperogramas de deteccdo de uréia em diferentes pHs, conforme indicado. (a)
tampao fosfato 50 mmol L™ + KCI 50 mmol L™; (b), (c) e (d) tampé&o borato 0,1 mol L™
E= 0,35 V, incremento de 0,6 mmol L™ de uréia por adicdo, sob agitacdo constante.
Eletrodo contendo 2,5 C cm™ de PPy, urease 3,5 mg mL™ + glutaraldeido 0,19% v/v.

Verifica-se na Fig. 4.24 que a resposta amperométrica do biossensor frente a
deteccdo de uréia € estritamente dependente do pH do meio. Entre os pHs 7,17 e
8,14, ndo se observa nenhum salto de corrente apos as adi¢des de uréia. Em pH 9,08
comeca a obtencao de resposta as adi¢cbes, entretanto muito pequena (centésimos
de microampéres por adi¢cdo). Apenas em pH 10,20 é que saltos maiores de corrente
sdo gerados, e estes resultados estdo diretamente ligados a conversao dos ions
amonio (NH;"), formados na reacdo de hidrolise da uréia pela urease, a amonia
(NH3), que é a espécie mensuravel eletroguimicamente pelo poli(pirrol). Em pHs

menos basicos (ex: 7 a 9), a conversao nado é majoritaria, pois o equilibrio de
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desprotonacdo encontra-se pouco deslocado no sentido de formacdo de amoénia.
Logo, se ha pouco ou nenhum analito (NH3) em solucdo, pequena ou nula sera a
resposta do biossensor. Por outro lado, em um pH tédo alto quanto 10,20 ocorre a
formacdo majoritaria de amonia, e entdio a deteccdo deste analito é favorecida. E
importante ressaltar que o sinal detectado por todos os biossensores apresentados
neste relatério €, sem duvida, relativo a formacédo de amonia a partir da hidrélise da

uréia por via enzimatica, e ndo devido ao elevado pH, conforme demonstrado na Fig.

4.11. Outra observacdo importante € que a atividade enzimatica néo foi
comprometida em pH 10,20, uma vez que o aparecimento dos saltos de corrente esta

relacionado a deteccdo da amdnia produzida pela acéo catalitica da enzima.

Conforme se sugeriu no item 4.3.2, uma limitacdo dos biossensores de uréia
propostos era a baixa sensibilidade obtida ao se utilizar o poli(5-amino-1-naftol)
polimerizado através de 50 ciclos de voltametria ciclica. Uma das possiveis
explicacBes para isso € que essa quantidade de polimero estaria formando um filme
relativamente espesso, prejudicando assim a difusdo da amobnia formada até o
poli(pirrol), o transdutor eletroquimico do biossensor. Entdo, para verificar melhor
esse efeito, decidiu-se otimizar a quantidade de poli(5-amino-1-naftol) depositada
sobre o poli(pirrol).

A plataforma sobre a qual foram preparados os biossensores apresentados
neste item consiste de um eletrodo de Pt recoberto com 2,5 C cm™ de poli(pirrol).
Sobre este polimero efetuou-se a eletropolimerizacdo do mondémero (5-amino-1-
naftol), via voltametria ciclica a 50 mV s™, partindo-se de uma solugcdo 5,0 mmol L™

de mondmero e 1,0 mol L* de &cido cloridrico. Em seguida, realizou-se a
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imobilizacdo covalente da urease ao poli(5-amino-1-naftol), através do cloreto
cianurico, segundo procedimento descrito na secdo experimental. A otimizacdo da
quantidade de carga de poli(5-amino-1-naftol) presente no eletrodo foi controlada
através do numero de ciclos de voltametria. Foram preparados eletrodos submetidos
a 10, 30, 50 e 70 ciclos, e os resultados encontram-se nas Figuras 4.25 a 4.28,
respectivamente, conforme indicado nas legendas. Nessas figuras, o grafico (a)
corresponde a eletrodeposicdo do mondémero, e o gréafico (b) é o teste amperométrico
de deteccao de uréia, realizado nas condi¢cdes usuais, com adi¢cdes de solucdo de

uréia de concentracao conhecida.

30 ‘
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4,0 ; s NH,CI
20+ 2,0 mmol L'1\\ !
10} |
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20 L1 , | , | , | , | , 18 ) | ) L |
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 4500 5000 5500 6000
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Figura 4.25. (a) Voltamogramas ciclicos de deposicao do poli(5-amino-1-naftol) sobre 2,5 C cm? de
PPy: 10 ciclos, a 50 mV s™, a partir de solugdo aquosa de mondmero 5,0 mmol L™ e
HCI 1,0 mol L. (b) Cronoamperograma de deteccio de uréia a 0,35 V, em tampao
borato 0,1 mol L" e pH 10,0, sob agitacdo constante, com adicdes de uréia
ocasionando incrementos de concentracao variados, conforme indicado.
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Figura 4.26. (a) Voltamogramas ciclicos de deposicdo do poli(5-amino-1-naftol) sobre 2,5 C cm? de
PPy: 30 ciclos, a 50 mV st a partir de solucdo aquosa de monémero 5,0 mmol L e
HCI 1,0 mol L™ (b) Cronoamperograma de detecc¢é@o de uréia a 0,35 V, em tampéao
borato 0,1 mol L™ e pH 10,0, sob agitacdo constante, com adicdes de uréia
ocasionando incrementos de concentracdo variados, conforme indicado.
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Figura 4.27. (a) Voltamogramas ciclicos de deposicao do poli(5-amino-1-naftol) sobre 2,5 C cm? de
PPy: 50 ciclos, a 50 mV s™, a partir de solugdo aquosa de mondmero 5,0 mmol L™ e
HCI 1,0 mol L. (b) Cronoamperograma de deteccio de uréia a 0,35 V, em tampao
borato 0,1 mol L' e pH 10,0, sob agitacdo constante, com adicdes de uréia
ocasionando incrementos de concentracao variados, conforme indicado.
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Figura 4.28. (a) Voltamogramas ciclicos de deposicdo do poli(5-amino-1-naftol) sobre 2,5 C cm? de
PPy: 70 ciclos, a 50 mV st a partir de solucdo aquosa de monémero 5,0 mmol L e
HCI 1,0 mol L™ (b) Cronoamperograma de detecc¢é@o de uréia a 0,35 V, em tampéao
borato 0,1 mol L™ e pH 10,0, sob agitacdo constante, com adi¢cdes de uréia
ocasionando incrementos de concentracao variados, conforme indicado.

Com relacéo a eletrodeposicédo do poli(5-amino-1-naftol) (item (a) das Figuras
4.25 a 4.28), verifica-se que a corrente de maximo do pico em 0,3 V, correspondente
a oxidacao do polimero formado [94], aumenta do 10° ao 50° ciclo, passando de 13 a
15 pA, e a partir de 50 ciclos se mantém estavel em 15 pA. A partir dessas
informacgdes, verifica-se que uma quantidade crescente de poli(5-amino-1-naftol) se
deposita sobre o poli(pirrol) até 50 ciclos de deposicdo, ndo aumentando mais
apreciavelmente a partir deste nimero de ciclos.

Como consequéncia disso, observa-se nos testes cronoamperométricos (item
(b) das mesmas figuras) uma tendéncia de aumento da sensibilidade de deteccao de
uréia em funcdo do aumento do numero de ciclos, isto é, da quantidade de poli(5-
amino-1-naftol) depositada. Por exemplo, na Fig. 4.25 (b), relativa a 10 ciclos de
deposicao, as variacdes de densidade de corrente obtidas ao se adicionar uréia a
solugcdo sdo muito pequenas, mesmo aumentando-se a concentracdo de cada

aliquota adicionada (de 0,6 até 10,0 mmol L™ de incremento por adicéo), traduzindo-
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se no ruido observado no cronoamperograma. Quanto menores as densidades de
corrente registradas, maior é o ruido, devido a sensibilidade do potenciostato
utilizado. Ainda nesta figura, observa-se também que a adicdo de ions amoénio a
solucdo fornece um aumento na densidade de corrente, indicando que o filme de
poli(pirrol) esta eletroquimicamente acessivel a aménia formada pela hidrélise da
uréia pela urease. E importante relembrar que o aumento de densidade de corrente
se deve a reoxidacdo do poli(pirrol) no potencial empregado (0,35 V), apds sua
reducdo concomitante a oxidagdo da amonia, formando NO [71].

Testes cronoamperométricos de deteccdo de uréia mais regulares, menos
ruidosos e mais sensiveis sdo obtidos com os biossensores preparados a partir de 50
e 70 ciclos de deposicao do poli(5-amino-1-naftol). Nesses casos (item (b) das figuras
4.27 e 4.28) as adicdes de uréia fornecem maiores aumentos de densidade de
corrente, principalmente com incremento de 10,0 mmol L™ por adicdo (3 dltimos
degraus dos cronoamperogramas). Nestes casos inclusive o0s incrementos de
concentragdo menores geram patamares estaveis.

No item 4.3.2 ("Imobilizagcdo da Urease sobre Sensores sem Poli(5-Amino-1-
Naftol)"), foi sugerido que as baixa sensibilidades de deteccdo de uréia dos
biossensores contendo poli(5-amino-1-naftol), em comparacdo aos analogos
contendo apenas poli(pirrol), poderiam ser devidas a um problema difusional gerado,
uma vez que o emprego de 50 ciclos de voltametria para a deposicdo do segundo
polimero estaria formando um filme muito espesso, dificultando a passagem da
amonia. Entretanto, o que se verifica a partir dos novos experimentos apresentados
neste item é que, independentemente do niumero de ciclos de voltametria aplicados
durante a sintese, a variagdo nos valores de sensibilidade de deteccdo de uréia

obtidos apos a imobilizacdo covalente da urease é muito pequena, conforme
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apresenta a Tabela 4.5. Os valores de sensibilidade mostrados apresentam erro de
cerca de 5%, calculado a partir dos valores de sensibilidade obtidos com trés

biossensores idénticos preparados em dias diferentes.

Tabela 4.5. Sensibilidade de deteccéo de uréia do biossensor em fungdo do nimero de
ciclos de voltametria aplicados durante a polimerizacdo do (5-amino-1-
naftol).

) Sensibilidade
Numero de ciclos 2 1
S/pAcm“mmol~ L

10 -

30 0,10
50 0,12
70 0,11

Desta maneira, 0 que se conclui a partir dos novos dados € que o fator
limitante da sensibilidade de deteccdo ndo é a espessura do filme de polimero
formado sobre o poli(pirrol), uma vez que mesmo aumentando ligeiramente a
quantidade de poli(5-amino-1-naftol) eletrodepositada (através do aumento do
namero de ciclos de voltametria), a sensibilidade nédo varia de maneira apreciavel.

Além do pH de trabalho (10,0) ndo ser favoravel para a eletroatividade do
poli(5-amino-1-naftol), conforme ja foi relatado, muito provavelmente a limitacdo da
sensibilidade nos biossensores em que se imobiliza a enzima covalentemente ao
substrato ocorre devido a quantidade de urease que pode ser ligada quimicamente ao
polimero, através dos grupos —OH livres do mesmo. Propde-se entdo a existéncia de
uma saturagdo desses sitios reativos, uma vez que a area superficial dos diferentes
flmes deva ser praticamente a mesma, ocasionando 0 ancoramento de uma
guantidade muito parecida de enzima em todos os casos, explicando entdo o fato de

as sensibilidades obtidas serem tao proximas. Se a quantidade de enzima imobilizada
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ndo muda, a capacidade de conversdo catalitica da uréia em amobnia € sempre a
mesma, e como resultado as sensibilidades dos biossensores permanecem
praticamente inalteradas

Entdo, a analise dos resultados obtidos sugere que, dentre os biossensores
desenvolvidos, o que apresenta desempenho ligeiramente melhor é realmente aquele
preparado com 50 ciclos de deposicdo do poli(5-amino-1-naftol). E importante
ressaltar que os valores de sensibilidade de todos os biossensores apresentados sao
intrinsecamente baixos, entretanto dentre eles o que apresenta maior valor relativo é
o preparado a partir de 50 ciclos de deposi¢cdo do poli(5-amino-1-naftol). Os valores
de sensibilidade obtidos sdo pequenos devido a pouca quantidade de urease que
pode ser imobilizada através desta metodologia (2,3 pg, conforme obtido por
experimentos em microbalanca a cristal de quartzo).

Tendo em vista as observacfes descritas, decidiu-se aumentar a quantidade
de enzima imobilizada no biossensor, mas ainda utilizando-se a técnica de
imobilizagéo covalente. A maneira vislumbrada para tal finalidade foi aumentar a area
superficial da matriz polimérica’, conforme sera apresentado e discutido nos itens a

sequir.

" Obviamente, mantendo-se constante a area geométrica do eletrodo base (Pt ou Au).
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4.4. Biossensores de Uréia Macroporosos

Uma vez identificado o desafio de aumentar a sensibilidade de deteccédo de
uréia através da imobilizacdo de uma quantidade maior de urease na matriz
polimérica, a estratégia adotada foi nanoestruturar a plataforma polimérica, via um
molde de esferas de poli(estireno), com o objetivo de se obter um transdutor com

maior area superficial, conforme ilustrado na Figura 4.29.

wHARRH ATt At
QD D G I

Figura 4.29. llustragdo do efeito de aumento da &rea superficial em um eletrodo nanoestruturado, em
relacdo a um macico.

A metodologia empregada na nanoestruturacdo via molde (ou template) do
poli(pirrol) foi descrita na secdo experimental, e o resultado obtido antes da
polimerizacdo do (5-amino-1-naftol) pode ser visto na Figura 4.30, que corresponde

a uma micrografia eletrénica de varredura do poli(pirrol) nanoestruturado.
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Figura 4.30. Micrografia de um eletrodo contendo 0,25 C cm? de poli(pirrol) nanoestruturado via
template de particulas de poli(estireno) de 460 nm de diametro.

A micrografia da Fig. 4.30 mostra que o objetivo de se obter uma elevada
area superficial foi atingido com sucesso, através da utilizacdo de um método
relativamente simples e eficaz. Nota-se também que a rede de poros € interligada,
ndo prejudicando a conducdo do sinal elétrico, como em outros casos
(nanoparticulas apresentam o problema de conexao elétrica, justificando a escolha
do método de nanoestruturagéo via template).

Um resultado eletroquimico que comprova a obtencdo de maior area
superficial ativa do eletrodo nanoestruturado é apresentado na Figura 4.31, que
corresponde aos voltamogramas ciclicos de eletrodos contendo 0,5 C cm? de
poli(pirrol) macico ou nanoestruturado, realizados a 50 mV s™, em tamp&o borato 0,1
mol L* e pH 10,0. Observa-se nesses voltamogramas que as correntes de
oxidagdo/reducdo em cerca de -0,4 /-0,7 V sdo ambas maiores para o eletrodo

nanoestruturado, indicando que neste caso mais sitios eletroativos estao disponiveis

(acessiveis), resultado da maior area superficial apresentada por esse eletrodo.
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Figura 4.31. Voltamogramas ciclicos de eletrodos contendo 0,5 C cm™ de PPy/DBS™ maci¢co ou
nanoestruturado, conforme indicado. v = 50 mV s™, em tamp&o borato 0,1 mol L™ e pH
10,0.

Ap6és ter sido obtida a nanoestruturacdo do filme de poli(pirrol), polimerizou-se
o (5-amino-1-naftol) sobre ele, da maneira convencional, utilizando-se de 10 a 50
ciclos de voltametria, para realizar agora a otimizacao da quantidade desse polimero
presente no eletrodo macroporoso. Os voltamogramas relativos a eletrodeposicao
do (5-amino-1-naftol) em diferentes quantidades e 0s correspondentes testes
cronoamperométricos de deteccao de uréia encontram-se nas Figuras 4.32 a 4.36. A
densidade de carga de poli(pirrol) utilizada foi 0,25 C cm, pois verificou-se que
densidades de carga como as empregadas nos biossensores macicos (2,5 C cm™)
ocasionavam a perda da estrutura nanométrica, uma vez que o poli(pirrol)
ultrapassava o limite (a altura) das nanoesferas, sendo obtido entdo um material
superficial maci¢co (esse topico serd melhor detalhado em itens posteriores). A
urease foi covalentemente ligada ao substrato polimérico através do ancoramento
com cloreto cianurico, e os testes de deteccdo de uréia foram realizados a 0,35 V,

em solucdo tamp&o borato 0,1 mol L e pH 10,0, sob agitagcdo continua, com
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adicoes de uréia a solucdo causando aumentos na concentracao total indicados nos

gréficos.
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Figura 4.32. (a) Voltamogramas ciclicos de deposi¢do do poli(5-amino-1-naftol) sobre 0,25 C cm? de
PPy nanoestruturado: 10 ciclos, a 50 mV st a partir de solugdo aquosa de mondmero
5,0 mmol L™ e HCI 1,0 mol L™. (b) Deteccéo de uréia a 0,35 V, em tampéo borato 0,1
mol L' e pH 10,0, sob agitacdo constante, com adicdes de uréia ocasionando
incrementos de concentragdo variados, conforme indicado.
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Figura 4.33. (a) Voltamogramas ciclicos de deposi¢édo do poli(5-amino-1-naftol) sobre 0,25 C cm? de
PPy nanoestruturado: 20 ciclos, a 50 mV s™, a partir de solucdo aquosa de mondmero
5,0 mmol L e HCI 1,0 mol L™. (b) Deteccéio de uréia a 0,35 V, em tamp&o borato 0,1
mol L* e pH 10,0, sob agitagdo constante, com adices de uréia ocasionando
incrementos de concentragdo variados, conforme indicado.
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Figura 4.34. (a) Voltamogramas ciclicos de deposi¢do do poli(5-amino-1-naftol) sobre 0,25 C cm? de
PPy nanoestruturado: 30 ciclos, a 50 mV s™, a partir de solucdo aquosa de mondmero
5,0 mmol L™ e HCI 1,0 mol L™. (b) Detecgéo de uréia a 0,35 V, em tampéo borato 0,1
mol L' e pH 10,0, sob agitacdo constante, com adicdes de uréia ocasionando
incrementos de concentragdo conforme indicado.
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Figura 4.35. (a) Voltamogramas ciclicos de deposigdo do poli(5-amino-1-naftol) sobre 0,25 C cm? de
PPy nanoestruturado: 40 ciclos, a 50 mV s™, a partir de solucdo aquosa de mondmero
5,0 mmol L e HCI 1,0 mol L™. (b) Deteccéio de uréia a 0,35 V, em tamp&o borato 0,1
mol L" e pH 10,0, sob agitacdo constante, com adicdes de uréia ocasionando
incrementos de concentragdo conforme indicado.
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Figura 4.36. (a) Voltamogramas ciclicos de deposi¢do do poli(5-amino-1-naftol) sobre 0,25 C cm”? de
PPy nanoestruturado: 50 ciclos, a 50 mV st a partir de solugdo aquosa de mondmero
5,0 mmol L™ e HCI 1,0 mol L™. (b) Deteccéo de uréia a 0,35 V, em tampéo borato 0,1
mol L* e pH 10,0, sob agitacdo constante, com adi¢cdes de uréia ocasionando
incrementos de concentragdo conforme indicado.

Quanto a eletropolimerizacdo do (5-amino-1-naftol), correspondente ao item
(a) das Figuras 4.32 a 4.36, novamente se observa a tendéncia de aumento da
corrente do pico de oxidacao presente em 0,3 V com o aumento do nimero de ciclos

de deposicao. Parte-se de 11 pA na polimerizacao utilizando 10 ciclos, e atinge-se

22 pA, ao empregar 50 ciclos.

Com relacdo aos testes de deteccdo de uréia, apresentados no item (b) das
mesmas figuras, nota-se que curvas mais estaveis e sensiveis sdo obtidas ao se
empregar os biossensores contendo 40 e 50 ciclos de polimerizagédo do (5-amino-1-
naftol). Entretanto, ao efetuar-se uma analise comparativa das sensibilidades de
deteccdo de um biossensor nanoestruturado e um maci¢co analogo, ambos contendo
0,5 C cm™? de poli(pirrol) e 50 ciclos de polimerizacdo do (5-amino-1-naftol), o
resultado é diferente do esperado. Conforme mostra a Figura 4.37, a sensibilidade
do biossensor nanoestruturado (0,43 pA cm™ mmol™ L) é realmente maior que a do

macico (0,35 pA cm™? mmol™ L), entretanto a diferenca néo é tdo grande quanto se
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esperaria devido ao efeito de area ganho com o eletrodo nanoestruturado. Entéo, foi
obtida uma micrografia do filme nanoestruturado apos os 50 ciclos de polimerizacao
do (5-amino-1-naftol), para verificar a ocorréncia de alguma modificacdo morfolégica
do filme, e o resultado encontra-se na Figura 4.38. Comparando-se o aspecto
morfologico do filme nanoestruturado contendo apenas poli(pirrol) (Fig. 4.30) e
aguele contendo também poli(5-amino-1-naftol) (Fig. 4.38), nota-se claramente que
ocorre a perda do perfil macroporoso tridimensional do substrato polimérico neste
altimo caso. O mondmero (5-amino-1-naftol) se polimeriza preenchendo os poros do
poli(pirrol) nanoestruturado, conferindo um carater praticamente macico ao filme, o

gue explicaria os valores de sensibilidade tdo proximos obtidos.
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Figura 4.37. Curvas analiticas obtidas a partir de testes de deteccao de uréia com biossensores (a)
nanoestruturado e (b) macico, ambos contendo 0,5 C cm™ de poli(pirrol) e poli(5-amino-
1-naftol) depositado em 50 ciclos.
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Figura 4.38. Micrografia eletronica de varredura de eletrodo nanoestruturado contendo 0,5 C cm™ de
poli(pirrol) e poli(5-amino-1-naftol) eletrodepositado em 50 ciclos de voltametria.

Desta forma, como poli(5-amino-1-naftol) é imprescindivel na imobilizacédo da
urease através do método de formacao de ligacdes covalentes ao substrato, e este
método havia se mostrado o mais eficiente dentre os apresentados para a
construgdo dos biossensores macicos, criou-se a necessidade de estudar novos
métodos de imobilizacdo da urease a matriz polimérica macroporosa, sem a

utilizagédo do poli(5-amino-1-naftol), de forma a manter o perfil nanoestruturado dos

novos filmes desenvolvidos.

Tendo em vista as desvantagens impostas ao se utilizar o poli(5-amino-1-
naftol) para a imobilizacdo da urease sobre o poli(pirrol) nanoestruturado, decidiu-se
elimina-lo da matriz polimérica. Desta maneira, um novo método de imobilizacédo
deveria ser estudado, e foi escolhida a técnica de deposicdo camada por camada,
desenvolvida por Decher e colaboradores [86-88], devido a sua simplicidade

experimental e inUmeras vantagens, descritas na introducdo. A intencdo desses

experimentos é aliar as vantagens de se empregar filmes nanoestruturados (maior
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area superficial, facilidade de difusdo do analito entre os poros interconectados, etc)
a metodologia simples e versatil da deposicdo camada por camada. A Figura 4.39
ilustra o objetivo supracitado, e corresponde hipoteticamente a um filme
nanoestruturado de poli(pirrol), cujos poros servem como sitios de imobilizacédo
alternada de PDDA (um polication, estruturas vermelhas) e urease (esferas laranjas).

Serdo comparados os resultados obtidos ao se estudar biossensores macicos
e nanoestruturados, preparados com 5 e 15 bicamadas de PDDA e urease,

variando-se o tempo de imerséo do eletrodo em cada solucgéo.

Figura 4.39. llustracdo do processo de imobilizagdo da urease camada por camada, em um filme de
poli(pirrol) nanoestruturado.

Nos experimentos apresentados a seguir, eletrodos de platina contendo 0,25 C
cm? de poli(pirrol) nanoestruturado foram utilizados como eletrodos base. O
poli(pirrol) encontra-se dopado com ions dodecilbenzenosulfonato (DBS),
incorporados a matriz polimeérica durante a sintese eletroquimica, conferindo assim
uma densidade de carga negativa superficial a esse polimero. Desta forma, o eletrodo
base é inserido alternadamente em uma solucdo de material de carga positiva
(PDDA, um policéation), e em seguida de carga negativa (urease, que apresenta carga
negativa no pH empregado, 10), permanecendo imerso em cada solu¢do durante 30
minutos. O procedimento exato, bem como as concentracdes e conteludos das

solucdes foram esclarecidos na parte experimental.
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As Figuras 4.40 e 4.41 correspondem aos testes de deteccéo de uréia (item
(a)) e as curvas analiticas (item (b)) dos biossensores macicos, cuja imobilizacédo da
urease pelo método camada por camada foi realizada através de 5 e 15 ciclos de
deposicao, respectivamente. Os testes cronoamperométricos foram efetuados da
maneira usual, a 0,35 V, em solucdo tampao borato 0,1 mol L e pH 10,0, sob
continua agitacédo. Aliquotas de solucdo de uréia foram adicionadas continuamente,
provocando incrementos na concentracdo total de 40,0 mmol L™ por adicdo,

conforme indicado.

N
o
T

(a) 5 bicamadas Br  (b)

. 150 40,0 mmol L™ uréia / adigso N 12+
: 5
o4l

I Sensibilidade = 0,05 pA cm™ mmol™ L
R = 0,999
otk
1 n 1 n n n n n

0 500 1000 1500 2000 2500 3000 0,00 006 0,12 0,18 0,24 030 0,36

Tempo /s [Uréia] / mol L

Figura 4.40. (a) Teste de detecgdo de uréia empregando biossensor macico contendo 0,25 C cm™ de
poli(pirrol) e 5 bicamadas, a 0,35 V, em tampéo borato 0,1 mol L' e pH 10,0, sob
agitacao continua, com adi¢des periodicas de uréia. (b) Curva analitica correspondente
ao teste do item (a).
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Figura 4.41. (a) Teste de detecgdo de uréia empregando biossensor macico contendo 0,25 C cm™ de
poli(pirrol) e 15 bicamadas, a 0,35 V, em tampao borato 0,1 mol L e pH 10,0, sob
agitacdo continua, com adi¢Bes periddicas de uréia. (b) Curva analitica correspondente
ao teste do item (a).

As Figuras 4.42 e 4.43 a seguir sdo analogas as duas anteriores, mas
correspondem aos biossensores cujos filmes poliméricos de poli(pirrol) foram
nanoestruturados através do molde com esferas de poli(estireno), e contém também
5 e 15 bicamadas de urease, respectivamente. O procedimento empregado nesses
testes de deteccdo de uréia e na deposicdo da urease é exatamente o0 mesmo dos

experimentos com o0s biossensores macicos apresentados nas Figuras 4.40 e 4.41.
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Figura 4.42. (a) Teste de deteccdo de uréia empregando biossensor nanoestruturado contendo 0,25
Ccm?de poli(pirrol) e 5 bicamadas, a 0,35 V, em tampé&o borato 0,1 mol L e pH 10,0,
sob agitagdo continua, com adicbes periddicas de uréia. (b) Curva analitica
correspondente ao teste do item (a).
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g 20
5 T .l
3 =
151 T3t
/ Sensibilidade = 0,04 pA cm” mmol™ L
0p7e R = 0,997
O 00 000 2500 3000 000 006 012 018 024 030
Tempo /s [Uréia] / mol L™

Figura 4.43. (a) Teste de deteccdo de uréia empregando biossensor nanoestruturado contendo 0,25
C cm? de poli(pirrol) e 15 bicamadas, a 0,35 V, em tampéo borato 0,1 mol L e pH
10,0, sob agitacdo continua, com adi¢ces periddicas de uréia. (b) Curva analitica
correspondente ao teste do item (a).
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Varios aspectos interessantes podem observados nas Figuras 4.40 a 4.43,
entre eles a Otima estabilidade das curvas cronoamperométricas, traduzida na
obtencdo de patamares bastante regulares apds cada adicdo de uréia; intervalo
linear de concentracdes bastante ampliado, em relacdo aqueles obtidos com
biossensores preparados via imobilizacdo covalente da urease; menores tempos de
resposta; bons coeficientes de correlacéo (R) das curvas analiticas, bem proximos a
1,0. Estes resultados provavelmente referem-se a uma melhor cinética de deteccgéo
envolvida. Sugere-se que ao se utilizar esse tipo de imobilizacdo da urease, via
deposicao eletrostatica camada por camada, mais enzima pode ser adsorvida sobre
a matriz polimérica, 0 que ocasiona o0 aumento no intervalo linear citado,
aumentando também a sensibilidade de deteccdo (observar que no caso da
imobilizacdo covalente, sdo utilizados 2,5 C cm? de poli(pirrol) e sdo obtidas
sensibilidades na ordem de 0,1 pA cm? mmol® L; no caso da imobilizacéo via
deposicdo camada por camada, somente 0,25 C cm™ de transdutor, isto &, 10 vezes
menos, esta presente no biossensor).

Observa-se também que ao comparar eletrodos da mesma classe (maci¢os
ou nanoestruturados) contendo 5 e 15 bicamadas, quanto maior o numero de
bicamadas, maior a sensibilidade de deteccdo, o que é resultado da maior
quantidade de enzima imobilizada com 15 ciclos de deposigéo.

Porém, um resultado inesperado foi obtido, analisando-se os experimentos
apresentados. Comparando-se a resposta do biossensor macico com O
nanoestruturado, ambos contendo 5 bicamadas (a analise daqueles contendo 15
bicamadas € analoga), observa-se que a sensibilidade de deteccdo de uréia do
macico, apesar de ter a mesma ordem de grandeza, € ligeiramente maior (0,05

versus 0,02 pA cm™? mmol™ L). Conforme ilustrado na Fig. 4.39, a intencdo de se
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imobilizar a urease nos eletrodos nanoestruturados era fazer uso das cavidades
nanometricas obtidas (460 nm de diametro) para imobilizar uma maior quantidade de
urease, em comparagdo com o filme maci¢o (de superficie “flat’; ver Fig. 4.29).
Entretanto, os dados de sensibilidade mostram que praticamente a mesma
guantidade de enzima foi imobilizada nos dois casos. Os motivos sugeridos para
ocorréncia deste fato séao:

(a) a existéncia de um possivel efeito de capilaridade, impedindo que a
solucdes de PDDA (polication utilizado) e urease penetrem por toda a estrutura
porosa do poli(pirrol) nanoestruturado, ocorrendo entdo a adsorcdo eletrostatica
dessas espécies apenas na superficie do poli(pirrol);

(b) ainda na mesma linha do item anterior, pode-se sugerir que a matriz
nanoestruturada ainda contenha tolueno (utilizado para dissolver as esferas de
poli(estireno) utilizadas como molde) em seu interior. Apesar de essa substancia ser
bastante volatil, sua evaporacdo pode ser dificultada no interior dos poros formados.
Assim, a interagdo das solugcbes de PDDA e urease com o poli(pirrol)
nanoestruturado pode ser prejudicada no interior do poli(pirrol) nanoestruturado pela
presenca da espécie organica;

(c) o tempo em que o eletrodo nanoestruturado permanece imerso nas
solucdes de PDDA e urease talvez nao seja suficientemente longo para favorecer a
difusdo dessas substancias até as partes mais internas da rede porosa, causando a
adsorcao eletrostatica apenas na superficie do filme. O mesmo raciocinio pode ser
seguido quanto a agitacdo, que talvez ndo foi tdo vigorosa quanto deveria,
dificultando também a difuséo.

Neste sentido, foram adotadas medidas para minimizar os problemas

encontrados. A primeira delas foi deixar o eletrodo nanoestruturado em dessecador a
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vacuo por no minimo 2 horas apos ter sido retirado do tolueno, para eliminacado do
solvente residual. A outra medida foi aumentar o tempo de imersdo nas solucdes de
PDDA e urease, de 30 minutos para 1 hora, realizando também a agitacdo dessas
solugcbes de maneira mais vigorosa. Os resultados obtidos foram bastante

satisfatorios, como mostra a Figura 4.44.
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Figura 4.44. Curvas analiticas obtidas a partir de testes de deteccdo de uréia empregando
biossensor nanoestruturado contendo 0,25 C cm™ de PPy e (a) 5 e (b) 15 bicamadas
de PDDA/urease. Testes amperométricos realizados a 0,35 V, nas condi¢des usuais.
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A partir das curvas analiticas apresentadas na Fig. 4.44, calculou-se as
sensibilidades de deteccéo de uréia, e foram obtidos os valores 0,12 e 0,25 pA cm™
mmol™ L para os biossensores contendo 5 e 15 bicamadas, respectivamente. Os
testes amperométricos relativos aos dois biossensores foram realizados a 0,35 V, em
tampao borato 0,1 mol L™ (pH 10) sob agitacdo, e com sucessivas adices de uréia,
cada uma delas aumentando em 40,0 mmol L™ sua concentracéo total em solugéo. A
adicdo de uréia em concentracdes relativamente elevadas é necesséria, uma vez que
a quantidade de poli(pirrol) que se utiliza nesses biossensores nanoestruturados é
pequena (0,25 C cm™) comparando-se aqueles apresentados em etapas anteriores,
nas quais a imobilizagdo da urease se dava por aprisionamento em acetato de
celulose, por ligagBes cruzadas com glutaraldeido ou por imobilizagdo covalente ao
substrato [67]. Nesses casos, utilizava-se 2,5 C cm™ de poli(pirrol). Como esse
polimero condutor € o transdutor eletroquimico do biossensor (se reduzindo ao
realizar a conversao da amonia, gerada enzimaticamente, a NO), se houver apenas
uma pequena quantidade desse polimero presente no eletrodo, maior devera ser a
concentracdo de analito agregada a solucdo, para que a corrente gerada seja
detectdvel e com maior relacdo sinal/ruido. Para comprovar essa teoria, foram
realizados testes de deteccdo amperométrica de uréia com biossensores
nanoestruturados em condicdes idénticas aos da Fig. 4.44, exceto pela adicdo de
quantidades menores de uréia (0,6 - 10 mmol L™). Foi observado entdo que ndo ha
geracdo de corrente em magnitudes mensuraveis, maiores que o ruido, impedindo a
obtencao de curvas-padréo confiaveis.

Outra observacdo que pode ser feita acerca da Fig. 4.44 é que o intervalo
linear de concentracdes vai de 4,4 a 150,0 mmol L™ para o biossensor com 5

bicamadas, e de 3,9 a 100,0 mmol L™ para aquele contendo 15 bicamadas, sendo
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que os limites inferiores correspondem ao limite de deteccéo calculados para os dois
biossensores. Para concentracfes de uréia acima da faixa linear, observa-se uma
gradativa diminuicdo da corrente gerada. Em principio, dois motivos podem ser
responsaveis por essa perda de atividade do biossensor em concentracdes elevadas:
um deles é a lixiviacdo do material depositado sobre o eletrodo apés determinado
tempo de andlise, lembrando-se que apesar de as forcas eletrostaticas atrativas que
mantém PDDA e urease aderidos ao poli(pirrol) serem relativamente fortes, existe a
constante agitacdo da solucéo durante os testes amperométricos. O segundo motivo
foi sugerido pelo pesquisador Gero Decher, criador da técnica de automontagem
camada por camada, durante a apresentacdo desses resultados no VII Encontro da
Sociedade Brasileira de Pesquisa em Materiais. Segundo ele, a adicdo repetitiva de
uréia em concentracfes elevadas pode ocasionar mudancas estruturais nas
bicamadas, alterando, portanto, suas propriedades (compactacéo, interacdes inter-
camadas, etc).

Comparando-se os resultados dos biossensores contendo 5 e 15 camadas de
urease, observa-se que ao se aumentar 3 vezes a quantidade de camadas, a
sensibilidade de deteccdo aumenta de 0,12 para 0,25 pA cm™? mmol™ L, cerca de 2
vezes. E ainda, ao se comparar as sensibilidades obtidas com biossensores
preparados por imersdes de 30 minutos (Figuras 4.42 e 4.43) e de 1 hora (Fig. 4.44)
nas solucbes de PDDA e urease, conforme sumarizado na Tabela 4.6, chega-se a
conclusdes interessantes. Tomando-se como exemplo os biossensores contendo 5
bicamadas (o raciocinio para os de 15 bicamadas é idéntico), obtidas com os tempos
de imersao de 30 minutos e 1 hora, nota-se que a sensibilidade de detec¢do aumenta
6 vezes duplicando-se o tempo de imersdo. Esse resultado é bastante interessante e

indica que apenas dobrar o tempo de deposicdo das camadas de PDDA e urease €
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responsavel por um aumento de cerca de 6 vezes na quantidade de urease
imobilizada pois provavelmente ha um melhor aproveitamento das cavidades do PPy
nanoestruturado. Convém ressaltar também que a colocacdo do eletrodo de PPy
nanoestruturado no dessecador a vacuo (para eliminacdo do tolueno residual) e a
melhor agitacdo das solu¢cBes durante a adsorcédo da enzima e do polication podem

também ter sido responsaveis por parte dessa melhora na sensibilidade.

Tabela 4.6. Comparacédo dos parametros analiticos dos biossensores contendo 5 e 15 bicamadas,
preparados por imersédo nas solu¢cdes de PDDA e urease por 30 minutos ou 1 hora.

15 bicamadas 15 bicamadas
Sensibilidade
2 A 0,04 0,25
(WA cm™ mmol™ L)
Limite da faixa linear
de resposta 300 100
(mmol L™

Outro ponto importante, apresentado na Tabela 4.6, é a redu¢éo do intervalo
linear de concentracdes ao se empregar o tempo de imersao de 1 hora. Como esse
comportamento torna-se evidente quanto maior o tempo de imersdo, e também
quanto maior o numero de bicamadas, isso indica que a causa da reducdo da
atividade do biossensor relaciona-se com a maior quantidade de material
imobilizada. Conforme citado anteriormente, a agitacdo constante durante os testes
amperomeétricos pode ocasionar o desprendimento de material do biossensor,
diminuindo sua resposta apos certo tempo de analise, e esta lixiviacdo seria mais
evidente em biossensores contendo maiores quantidades de material, nos quais a
adesao de todas as camadas ao eletrodo base seria mais dificultada, explicando o
comportamento observado.

Assim, 0s experimentos apresentados permitem inferir que a técnica de

deposicdo da urease pelo método de automontagem se mostrou bastante versatil,
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pois seus parametros experimentais podem ser variados de forma a se obter 0s

resultados desejados.

Uma das questbes que surgiram ao se trabalhar com a imobilizacdo da
urease atraveés da técnica de automontagem camada por camada foi determinar qual
a quantidade de enzima que pode ser eletrostaticamente aderida ao substrato
polimérico. Para tanto, empregou-se uma microbalanca a cristal de quartzo para
monitorar a frequéncia de oscilacdo do eletrodo de poli(pirrol) nanoestruturado. A
variacdo da frequéncia pode ser relacionada a variacdo de massa depositada no
eletrodo através da Equacéo de Sauerbrey [95]:

Af = - (6,45x10" cm? Hz g) Am

Nesses experimentos, utilizou-se um eletrodo de quartzo piezoativo recoberto
com ouro, sobre o qual se depositou 0 PPy nanoestruturado (0,25 C cm?), da
maneira usual. O procedimento de imobilizacdo camada por camada foi realizado,
nesse caso, manualmente, visto que a configuracdo dos contatos elétricos desse
eletrodo (ver Figura 4.45) ndo permite sua imersdo em uma solugcdo contida num
béquer sem que haja a imersao dos contatos também. Logo, o Robd LBL nédo
poderia ser utilizado. Esse eletrodo possui uma cela de vidro apropriada que permite

a adicao de solucdes (cerca de 2-3 mL) sem molhar os contatos.

Figura 4.45. llustracdo do eletrodo de quartzo piezoelétrico recoberto com ouro com seus contatos
elétricos (fios).
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Estando entdo o eletrodo na cela e conectado a microbalanca, efetuou-se a
adicéo da solugdo de PDDA 5,0 mg mL™ em tampé&o borato 0,1 mol L™ (pH 10) a
cela e iniciou-se 0 monitoramento da frequéncia do eletrodo em funcéo do tempo.
Apoés 1 hora, retirou-se a solucdo da cela, lavou-se o eletrodo com tampéo borato
0,1 mol L™ (pH 10) e em seguida ele foi seco sob fluxo de N,. Entdo se adicionou &
cela a solucéo de urease 50,0 mg mL™ + BSA 25 mg mL™ em tamp&o borato 0,1 mol
L (pH 10), e novamente monitorou-se a frequéncia do eletrodo por 1 hora. A
lavagem e secagem do eletrodo foram realizadas em seguida, e todo o
procedimento descrito configura a formacao de 1 bicamada. O método foi repetido 3
vezes, e portanto foram obtidas 3 bicamadas sobre o eletrodo de PPy
nanoestruturado.

Sabendo-se entdo a variacdo de frequéncia do eletrodo imediatamente antes
da adicdo da urease, e ap0s o tempo de 1 hora de imobilizacdo (depois da lavagem
e secagem), pode-se calcular a massa de urease depositada, segundo a equagao
de Sauerbrey. A Figura 4.46 apresenta o grafico de frequéncia do eletrodo em
funcdo do tempo, relativo & segunda camada de urease imobilizada. Através desse
grafico foi possivel determinar que se imobilizam 740,6 pg cm? de urease por
bicamada. Considerando-se o eletrodo utilizado nos testes amperométricos, que
apresenta area de 0,02 cm?, pode-se inferir que a massa de urease imobilizada por
bicamada nesse eletrodo € 14,8 ug. Na Fig. 4.46 é possivel notar também que a

deposicao é praticamente linear durante a 1 hora de imerséo.
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Figura 4.46. Frequéncia do eletrodo versus tempo, para a segunda camada de urease imobilizada.

A Figura 4.47 apresenta uma micrografia do eletrodo nanoestruturado apés a
deposicao das 3 bicamadas. Observa-se que 0s poros encontram-se regularmente
distribuidos, mostrando a eficacia do processo de nanoestruturacdo com molde de
esferas de poli(estireno). Nota-se também nessa imagem a presenca de materiais
dispersos pelas cavidades, correspondendo aos aglomerados PDDA/urease,

formados durante a deposi¢ao camada por camada.
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Figura 4.47. Imagem MEV do eletrodo nanoestruturado apds imobilizacdo das 3 bicamadas de
PDDA/urease.
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4.5. Deteccdo Amperométrica de Amonia pelo Poli(pirrol) Macroporoso

O poli(pirrol) nanoestruturado pode ser empregado em diferentes aplicacdes.
Uma delas é sua utilizacdo como transdutor e plataforma de imobilizacdo da enzima
no biossensor de uréia, conforme foi apresentado nos itens anteriores. Outra
aplicacao, diretamente relacionada a anterior, € o emprego dessa matriz polimérica
nanoestruturada como sensor de amdnia, que € o precursor do biossensor de uréia
[67], uma vez que a deteccdo desse analito ocorre de forma indireta, via amonia

(espécie eletroquimicamente ativa), conforme mostra a Figura 4.48.

(B

NH,* NH,CONH,
v

NH, NO

Figura 4.48. Esquema de funcionamento do biossensor de uréia, cuja detecgdo é indireta, via
amonia.

O perfil de um teste de deteccdo amperométrica de aménia pelo poli(pirrol)
nanoestruturado (0,30 C cm™®), e a respectiva curva analitica sdo mostrados na
Figura 4.49. Cada degrau de corrente observado na amperometria corresponde a
adicdo de fons amodnio em solucdo (tamp&do borato 0,1 mol L* e pH 10,0),
aumentando a concentracéo total em 20 umol L. Este eletrodo apresentou uma
sensibilidade de deteccdo de amdnia bastante elevada (93,3 pA cm? mmol™ L),
considerando a pouca quantidade de poli(pirrol) depositada, e a resposta € linear até
120 umol L, o que é bastante promissor considerando-se a faixa tipica de

concentracéo presente em amostras clinicas (18-72 umol L™).
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Figura 4.49. (a) Detecgdo amperométrica de amdnia pelo PPy nanoestruturado (0,30 C cm'2). E=0,35
V, em tampéao borato 0,1 mol L e pH 10,0, sob agitac@o. Adi¢bes periddicas de solugdo
de NH,Cl aumentam a concentracdo total em 20 pmol L™ (b) Curva analitica
correspondente ao teste (a).

Mas 0 aspecto mais interessante dos sensores de amonia nanoestruturados
pode ser melhor visualizado ao se realizar um estudo comparativo dos
desempenhos desses sensores com 0S dos sensores macicos, sintetizados de
maneira similar, sendo a utilizacdo do molde de esferas de poli(estireno) a Unica
diferencga entre eles. Varios sensores de amodnia macicos e nanoestruturados foram
preparados, variando a carga de poli(pirrol) eletrodepositada entre 0,10-0,50 C cm™.
A Tabela 4.7 sumariza a comparacdo entre esses sensores em termos da
sensibilidade de deteccdo de amoénia, que foram calculadas a partir de testes
amperometricos realizados nas mesmas condi¢cdes daquele apresentado na Figura

4.49.
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Tabela 4.7. Sensibilidade de deteccdo de amdnia dos sensores maci¢cos e nanoestruturados em
funcéo da carga de PPy [39].

Densidade de carga Sensibilidade

de PPy (WA cm™ mmol” L) Observacdes

(Ccm™) Macico Nano
0,10 0 - sensores macicos ndo detectam NHg;

0s nano detectam, mas saturacdo
0,15 0 - ocorre em baixas concentracdes
0,20 - 70,0 Sensores macigos: sem resposta
significativa

0,30 : 93,3 sensores nano: altas sensibilidades
0,50 85,5 84,0 blogueio das nanoestruturas

Os dados apresentados na Tabela 4.7 permitem inferir que sensores macicos
formados por até 0,15 C cm™ de poli(pirrol) ndo detectam aménia, visto que a
guantidade de transdutor presente é infima. Por outro lado, 0s sensores
nanoestruturados correspondentes apresentaram respostas amperomeétricas, mas a
saturacdo ocorreu em concentragées tao baixas quanto 40 umol L™.

De 0,20 a 0,30 C cm™ de poli(pirrol), os sensores macicos apresentaram
aumento minimo de corrente ao adicionar-se a aménia, enquanto as sensibilidades
obtidas com os analogos nanoestruturados foram bastante altas, 70,0 e 93,3 pA cm™
mmol™® L, respectivamente. Esses resultados mostram as vantagens de se
nanoestruturar o transdutor polimérico: menores quantidades de polimero séo
necessarias para detectar amonia de modo mais sensivel e rapido. Esta melhora em
relacdo aos sensores macicos pode ser atribuida a maior area ativa disponivel,
conforme mostrado na micrografia da Fig. 4.30, e também (e talvez principalmente) a
maior facilidade de difusdo do analito (amdnia) por toda a extensdo do transdutor,
através dos poros interconectados do material nanostruturado. Para corroborar essa
hipétese, alguns célculos simples, baseados em geometria (utilizando-se a area do

eletrodo, diametro e area das esferas de poli(estireno), etc) foram efetuados,
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considerando-se apenas a camada mais externa do PPy nanoestruturado
(assumindo que a altura dessa camada corresponde a meia esfera de PS). Assim,
foi possivel estimar que a area superficial dessa camada de PPy nanoestruturado é
somente cerca de 2 vezes maior do que a de um filme macico liso. Desta forma,
mostra-se que o aumento de sensibilidade dos sensores nanoestruturados em
relacdo aos analogos macicos realmente € uma consequéncia ndo somente da
maior area superficial, mas também do acesso facilitado do analito as partes mais
internas no transdutor nanoestruturado.

Entretanto, quando 0,50 C cm™ de poli(pirrol) foram eletrodepositados nos
sensores macicos e nanoestruturados, observa-se que as sensibilidades obtidas
encontram-se na mesma ordem de magnitude (85,5 e 84,0 pA cm? mmol™ L,
respectivamente). Este resultado indica que nesta condicdo, o polimero cresceu
sobre o molde, cobrindo-o, conforme esquematizado na Figura 4.50. Neste caso, 0
perfil nanoestruturado € perdido, e o resultado final € um filme macico, explicando as

sensibilidades obtidas.

0=015C cm?

> Q=020030 C crm?

0=050C cm?

Figura 4.50. Esquema de crescimento do PPy sobre o molde de esferas de poli(estireno) (PS) [39].
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Apesar de terem sido observados efeitos sinérgicos desses filmes
macroporosos frente a deteccdo de amodnia [39], a imobilizacdo da enzima urease
nessas mesmas matrizes nao resultou em sensibilidades de deteccdo de uréia muito
maiores do que as obtidas por um biossensor maci¢o analogo (ver item 4.4.2). Apesar
do tamanho dos poros (cerca de 460 nm) ser suficientemente grande para acomodar
varias unidades de enzima, o grande problema que se instaura € a baixa
permeabilidade das mesmas por toda a extensdo do filme nanoestruturado. Isso
ocorre devido ao fato de existir ar dentro das cavidades, tornando essas superficies
ligeiramente hidrofébicas. Além disso, identifica-se também um efeito de capilaridade,
devido ao reduzido tamanho dos poros, prevenindo igualmente a enzima e o eletrdlito
de penetrar por todo o filme macroporoso.

Em adicdo ao problema de molhabilidade dos filmes nanoestruturados
sintetizados, outro aspecto em relacdo as nanoestruturas do tipo porosas (de
morfologia cdncava) deriva de uma propriedade termodindmica intrinseca desses
materiais. Segundo a teoria de Young-Laplace, um atomo presente em uma
superficie cbncava apresenta potencial quimico (u) menor do que aquele sobre uma
superficie convexa e, portanto, possui uma tendéncia menor a reagir [97]. Portanto,
ao se empregar esse tipo de superficie, por exemplo, na deteccédo de uréia, ndo se
deve esperar um aumento muito grande da sensibilidade, uma vez que o efeito do
aumento de &rea ndo € o Unico fator a ser considerado. A ilustracdo de uma
superficie cbncava (como os filmes macroporosos) e uma convexa (como

nanoparticulas ou nanofios) € mostrada na Figura 4.51.

cOHncavo convexo

Figura 4.51. llustracao de uma particula sobre uma superficie concava e sobre uma convexa.
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4.6. Deteccdo Amperométrica de Amonia por Nanofios de Poli(pirrol)

Visto que entre os objetivos desta tese encontra-se o desenvolvimento de
métodos de nanoestruturacdo da plataforma polimérica com o objetivo final de se
detectar amoénia e uréia, e dadas as propriedades de baixa molhabilidade e as
caracteristicas termodinamicas intrinsecas de superficies porosas [97] discutidas no
item anterior, optou-se por desenvolver nanoestruturas de concavidade oposta a dos
nanoporos. A estratégia escolhida foi a sintese eletroquimica de nanofios de
poli(pirrol), sem a utilizacdo de moldes. Primeiramente foi testada a eletrodeposicao
por voltametria de pulso normal (VPN) [42], e em seguida por amperometria. A
principal vantagem de se utilizar estes métodos é que nestes casos a
nanoestruturacado prescinde de moldes, visto que o mecanismo de formacao dos fios
baseia-se apenas na composi¢cdo da solucdo e no programa de potenciais aplicado
ao eletrodo. A seguir serdo discutidos os mecanismos de formacado e os resultados

obtidos com ambos os tipos de eletrodeposicéo direta.

Uma das metodologias eletroquimicas de formagéo de nanofios de poli(pirrol)
sem a necessidade de utilizacdo de moldes consiste na eletrodeposi¢céo do pirrol por
voltametria de pulso normal (VPN) [42]. Este tipo de voltametria apresenta uma
programacao peculiar de variacdo do potencial em funcdo do tempo, conforme
ilustrado na Figura 3.9 da secdo experimental, sendo os potenciais inicial e base
iguais a 0,0 V, e o potencial final 0,8 V. A eletrodeposicado ocorre a partir de uma
solucdo de pirrol 0,1 mol L™ e LiCIO4 0,1 mol L™, preparada em solugéo tamp&o

fosfato 0,1 mol L™ (pH 7,0).
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Realizou-se a sintese dos nanofios variando-se o numero de ciclos de VPN
entre 5 e 70. A Figura 4.52 apresenta as imagens MEV dos filmes depositados sobre
eletrodos de ouro. Essas micrografias revelam o aumento do recobrimento e do
comprimento dos nanofios conforme aumenta o niamero de ciclos de VPN empregado
na sintese. Utilizando-se de 5 a 10 ciclos, pouco polimero € depositado sobre o
substrato, sendo possivel visualizar a fase inicial de crescimento dos fios. De 30 a 70
ciclos observa-se melhor o aumento do comprimento dos fios, partindo de
aproximadamente 500 nm, no primeiro caso, até cerca de 800 nm no ultimo (a
determinacdo exata do comprimento é dificultada pelo grande enovelamento dos
fios).

Conforme ja& foi extensivamente discutido nesta tese, a sensibilidade de
deteccdo de amobnia estad diretamente relacionada a quantidade de poli(pirrol)
presente no eletrodo, ja que este polimero condutor age como transdutor
eletroquimico no sensor. Desta forma, a possibilidade de se modular a quantidade de
poli(pirrol) no eletrodo através do numero de ciclos de VPN empregado durante a
sintese € interessante neste trabalho, pois além de ser uma metodologia prética,
mostrou-se uma alternativa eficiente de preparacdo de nanofios de maneira

reprodutivel.
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Figura 4.52. Micrografias eletrbnicas de varredura de filmes de poli(pirrol) preparados variando-se o
namero de ciclos de VPN. (a) 5, (b) 10, (c) 30, (d) 50, (e) 70 ciclos.
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Os testes de deteccdo de amodnia realizados com os eletrodos preparados a
partir de diferentes ciclos de VPN (filmes mostrados na Fig. 4.52) confirmam a
tendéncia de aumento da sensibilidade em funcdo do aumento da quantidade de
poli(pirrol) eletrodepositada. Os resultados obtidos estdo sumarizados na Tabela 4.8.

A resposta amperomeétrica desses eletrodos € satisfatéria, sendo inclusive
linear em uma faixa ampla de concentracdo, conforme mostra a Figura 4.53, relativa a

deteccdo com o eletrodo preparado por 30 ciclos de VPN.

Tabela 4.8. Sensibilidade de detec¢cdo de amodnia dos diferentes eletrodos
contendo nanofios de poli(pirrol) dopado com perclorato.

(A cm? mmol™ L)

5 -
10 -
30 1,55
50 4,00
1,8
09F 0e0000 0,
F(a) (b) o
1,6} '
N °
€ « 06Ff
S 14t £ ’
< o
=9 < e
= %
1.2+ =03}
- [
‘z;
1,0+ 4
00F e
34500 35000 35500 36000 0 500 1000 1500 2000
Tempo /s [NH,CI] / pmol L’

Figura 4.53. (a) Deteccdo amperométrica de amdnia por eletrodo contendo nanofios de PPy/CIO,
preparado pela técnica de VPN (30 ciclos). E= 0,35 V, em tampéao borato 0,1 mol L e
pH 10,0. Adicbes de aliquotas de solucdo de NH4CI, cada uma aumentando a
concentracao total na solucdo em 120 umol L™ (b) Curva analitica correspondente ao
teste do item (a).
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Entretanto, ao se comparar os desempenhos de eletrodos contendo os
nanofios com os de analogos macicos, percebe-se que as sensibilidades de
deteccdo de amonia dos macicos € cerca de 4 a 7 vezes maior, conforme mostra a
Tabela 4.9 (a comparacéo é feita com os dados da Tabela 4.8).

Os eletrodos contendo poli(pirrol) macico foram preparados similarmente aos
contendo nanofios, exceto que a solucdo de mondmero (Py 0,1 mol L™ + LiClO,4 0,1
mol L) foi preparada em agua, ao invés de em tampao fosfato. A eletrodeposicéo

foi realizada igualmente por VPN.

Tabela 4.9. Sensibilidade de deteccdo de amobnia dos diferentes eletrodos
contendo poli(pirrol) macico dopado com perclorato.

Sensibilidade

Numero de ciclos de VPN (WA em™ mmol™ L)

10 -
30 11,19
50 15,68

A Figura 4.54 apresenta o teste de deteccdo de amodnia, realizado nas
condi¢cdes usuais, empregando-se como sensor o eletrodo maci¢co de poli(pirrol)
dopado com perclorato, preparado a partir de 30 ciclos de VPN, e o item (b) desta
mesma figura corresponde a respectiva curva analitica. Comparando-se esse
resultado com o apresentado na Fig. 4.53, nota-se que a detec¢do com 0 sensor
macico fornece patamares de corrente mais estaveis, e a resposta amperometrica
pode ser obtida com baixas concentracdes de NH4CI (3,0 umol L™), enquanto que
com o eletrodo analogo contendo nanofios, a detec¢do sO ocorre a partir da adicao

de 120,0 pmol L™ de analito.
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Figura 4.54. (a) Deteccdo amperométrica de amdnia por eletrodo PPy/CIO, macic¢o, preparado pela
técnica de VPN (30 ciclos). E= 0,35 V, em tampao borato 0,1 mol L' e pH 10,0.
Adicdes de aliguotas de solugdo de NH,CI, cada uma aumentando a concentracéo total

na solugdo em 6, 20 ou 120 umol L™, (b) Curva analitica correspondente ao teste do
item (a).

Os filmes contendo nanofios de poli(pirrol) dopado com perclorato,
preparados a partir da técnica de voltametria de pulso normal, ndo foram mais
eficientes do que seus analogos macicos na deteccdo amperométrica de aménia. No
item a seguir, serdo apresentados resultados concernentes a eletrodeposi¢cdo dos
nanofios por amperometria, para avaliar o efeito da técnica de deposicdo na

eletroatividade dos filmes obtidos.

Com excecado a sintese de nanofios de poli(pirrol) por voltametria de pulso
normal, a técnica eletroquimica majoritariamente utilizada para a polimerizagdo do
pirrol (macico ou macroporoso) neste trabalho foi a amperometria. A amperometria
apresenta como principal vantagem a determinagcédo direta da carga de polimero
eletrodepositada (através da area da curva i vs. t), e possibilita entdo que diferentes
eletrodos sejam comparados diretamente em funcédo da quantidade de poli(pirrol)

presente no sensor. Desta forma, decidiu-se verificar se a amperometria ocasiona
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também a formacado dos nanofios, conforme observado com a voltametria de pulso
normal.

A eletrodeposicéo sobre eletrodo de ouro ocorreu a partir de solucao de pirrol
0,1 mol L™ e LiClO,4 0,1 mol L, preparada em tampé&o fosfato 0,1 mol L™ (pH 7,0).
Aplicou-se 0,7 V ao eletrodo de trabalho, e a carga de poli(pirrol) depositada foi
controlada através da duracdo da amperometria. A Figura 4.55 apresenta as
micrografias eletronicas de varredura de eletrodos contendo de 0,05 a 0,50 C cm™

de poli(pirrol).

>

SEI 30KV X10,000 Tum WD 2.7mm

3.0kv  X10,000 | 50KV X10000  1um WD 2.7mm

Figura 4.55. Micrografias eletrbnicas de varredura de filmes de poli(pirrol) preparados por
amperometria, variando-se a duracdo da deposigéo até atingir a carga desejada: (a)
0,05, (b) 0,15, (c) 0,25 e (d) 0,50 C cm™.
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Observa-se nas micrografias da Fig. 4.55 que os filmes formados por
densidades de carga de poli(pirrol) entre 0,05 e 0,25 C cm™ apresentam tendéncia
de aumento do recobrimento dos nanofios sobre o substrato, bem como de aumento
no comprimento dos nanofios formados. A partir de 0,25 C cm™ de poli(pirrol),
aparentemente o recobrimento da superficie € total, e apenas o comprimento dos
nanofios (e consequentemente seu enovelamento) aumenta ligeiramente.

Ao realizar testes de deteccdo de ambnia com os eletrodos cujas morfologias
foram mostradas na Fig. 4.55, verificou-se novamente o aumento da sensibilidade
de deteccdo conforme se aumenta a carga de poli(pirrol) no sensor. A Figura 4.56
apresenta a curva analitica construida a partir do amperograma de deteccdo de
aménia a 0,35 V (condicées usuais) pelo sensor contendo 0,50 C cm™ de nanofios
de poli(pirrol) (filme (d) da Fig. 4.55). Para fins de comparacédo, a Figura 4.57 traz
uma curva analitica analoga, relativa a teste de deteccdo empregando-se um
eletrodo contendo também 0,50 C cm™ de poli(pirrol), mas neste caso um filme
maci¢o. Para a sintese do filme macico, a polimerizacdo é feita a partir de uma
solucdo aquosa de pirrol 0,1 mol L™ e LiClO4 0,1 mol L™ apenas, sem tamp&o

fosfato.
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Figura 4.56. Curva analitica correspondente a deteccdo amperométrica de amdnia por eletrodo
contendo 0,50 C cm™? de nanofios de PPy/CIO,. Deteccdo realizada a 0,35 V, em
tampéo borato 0,1 mol L e pH 10,0, sob agitagdo, com adi¢cdes de aliquotas de

solucdo de NH,4CI.
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Figura 4.57. Curva analitica correspondente a deteccdo amperométrica de amédnia por eletrodo
contendo 0,50 C cm™ de PPy/CIO, macico. Detecc¢éo realizada a 0,35 V, em tampéao
borato 0,1 mol L™ e pH 10,0, sob agitacdo, com adi¢cdes de aliquotas de solucdo de

NH,CI.
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Comparando-se as Figs. 4.56 e 4.57, observa-se que o filme apresentando
nanofios de poli(pirrol) obtidos por amperometria também ndo é mais eletroativo
frente a deteccdo de ambnia do que seu analogo macico. A sensibilidade de
deteccdo do sensor macico € cerca de 90 vezes maior do que 0 nanoestruturado.
Provavelmente, esse efeito seja devido ao carater mais hidrofébico do filme
contendo nanofios de poli(pirrol).

Foi reportado em literatura que o angulo de contato de agua sobre filmes de
poli(anilina) obtidos quimicamente na forma de fios (sobre molde organico) sdo da
ordem de 104°, enquanto que para filmes obtidos similarmente, mas cuja morfologia
é granular (nanoparticulas agregadas) o angulo de contato diminui para 60°, devido
a variacdo da microestrutura superficial [98]. Esse resultado mostra 0 aumento da
hidrofobicidade do filme nanoestruturado em relacdo ao macico, e outros estudos
descrevem o mesmo comportamento [99-101]. Assim, o efeito relatado em literatura
pode ser estendido para explicar os resultados experimentais obtidos nesta tese. A
maior hidrofobicidade dos filmes contendo nanofios de poli(pirrol) previne a
percolacdo da solucdo contendo o analito por toda a extensao do filme, reduzindo a
potencial utilizacdo da maior area superficial desses filmes, em relagdo aos analogos
macigos. Existem outros parametros que influenciam a molhabilidade de filmes de
polimeros condutores, conforme resumido na Tabela 4.10, os quais podem
corroborar as conclusdes obtidas. Entre eles pode-se ressaltar a natureza do ion
dopante e do substrato condutor sobre o qual o polimero é depositado [102,103], e

principalmente o potencial ao qual o polimero & submetido [104].




Resultados e Discuss&o 121

Tabela 4.10. Angulo de contato de diferentes filmes poliméricos descritos em literatura.

PAnNI/CI” granular 60
H.0O [98]
PANI/CI" nanofios 104 aumento da
rugosidade aumenta a
PPy/PFOS' * macigo 105 hidrofobicidade
H.0 [99]
PPy/PFOS™ * granular 152
. verificag&o do efeito
CF/PPy/NO, 83 do substrato condutor
H>O (CF=folha de [102]
CF/PPy/Dodecilsulfonato 42 carbono) e doion
dopante
PPy/CI 52,8
PPy/Dodecilsulfonato H,0 69,1 efeito do ion dopante [103]
PPy/Tosilato 80,0
PPy/DBS a-0,6 V 75 )
aumento linear do
PPy/DBS a 0,0V - -1 92 angulo de contato em
y DBS 0,1 mol L 3.0-3.5° a cada [104]
] 100 mV
PPy/DBS a +0,6 V 111

*PFOS = Perfluoroctanosulfonato

Outra questao interessante, que se apresenta ao comparar as atividades dos
filmes contendo nanofios de poli(pirrol) preparados por voltametria de pulso normal
ou amperometria, € ilustrada na Figura 4.58. Nesta figura, verifica-se que a carga de
poli(pirrol) presente no eletrodo preparado por amperometria € muito maior do que a
eletrodepositada por voltametria de pulso normal, dada a maior éarea do
voltamograma do primeiro eletrodo. Seria coerente esperar entdo que a
sensibilidade de deteccdo de aménia do eletrodo preparado por amperometria fosse
maior do que a do obtido por voltametria de pulso normal. Entretanto, ndo foi isso
gue se observou. Conforme se depreende das Figs. 4.53 (deposi¢cédo por VPN; 30
ciclos) e 4.56 (deposicdo por amperometria; 0,5 C cm™), a sensibilidade do sensor

preparado por VPN é cerca de 13 vezes maior (1,55 versus 0,12 pA cm™? mmol™ L).
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Figura 4.58. Voltamogramas ciclicos de eletrodos contendo nanofios de PPy/CIO, preparados por
(----) voltametria de pulso normal (30 ciclos) e (----) amperometria (0,05 C cm™ de PPy).
Experimentos feitos em tamp&o borato 0,1 mol L™ (pH 10,0), a 50 mV s™.

Esse resultado aparentemente inusitado indica claramente que, neste caso, a
molhabilidade dos filmes de nanofios de poli(pirrol) tem mais influéncia sobre a
sensibilidade de deteccdo do que a carga de poli(pirrol) presente no sensor. Ao se
comparar a morfologia dos filmes em questdo (Fig 4.52 (c) e 4.55 (d)), verifica-se
gue os nanofios formados por amperometria encontram-se bem mais enovelados do
gue os obtidos por 30 ciclos de VPN, bem como o comprimento dos fios € maior no
primeiro caso. E possivel que essas caracteristicas tornem o substrato mais
hidrofébico, uma vez que ar fica aprisionado nesses filmes de morfologia esponjosa.

Outro ponto relevante na discusséo acerca dos filmes contendo nanofios é a
baixa sensibilidade dessas plataformas frente a deteccdo de amodnia, em
comparagao aos sensores macicos e macroporosos descritos anteriormente nesta

tese. Na Fig. 4.56, por exemplo, a sensibilidade obtida com o eletrodo contendo 0,50

C cm de nanofios de poli(pirrol) é apenas 0,12 pA cm™? mmol™ L, o que leva a uma
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guestdo importante que deve ser discutida neste momento: a natureza do ion

dopante do poli(pirrol).

A sintese dos nanofios de poli(pirrol) foi efetuada utilizando-se o perclorato
(ClO4) como ion dopante, tanto na deposicdo por VPN quanto por amperometria,
diferentemente de todos os outros (bio)sensores (macicos Ou macroporosos)
apresentados nesta tese, o0s quais continham poli(pirrol) dopado com ions
dodecilbenzenosulfonato (DBS’). A estrutura quimica do DBS™ é mostrada na Figura

4.59.
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Figura 4.59. Estrutura quimica do dodecilbenzenosulfonato de sddio.

Porém, experimentos revelaram que filmes de poli(pirrol) dopado com CIO4
Sao muito menos responsivos a amonia do que filmes analogos contendo o DBS’
como dopante, conforme mostra a Figura 4.60. Esta figura apresenta a sensibilidade
de deteccdo de amoénia e o limite superior da faixa linear de resposta de dois
sensores contendo a mesma densidade de carga de poli(pirrol), sendo a Unica
diferenca entre eles a natureza do dopante (CIO4 ou DBS"). Para tanto, os filmes de
poli(pirrol) foram preparados potenciostaticamente (0,7 V) a partir de solu¢des 50,0

mmol L™ de monémero pirrol e 25,0 mmol L™ de dopante.
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Figura 4.60. (a) Sensibilidade de deteccdo de amdnia e (b) e limite superior da faixa linear de
resposta de sensores de poli(pirrol) macico dopado com DBS™ ou ClO4, conforme
indicado.

A menor eletroatividade do poli(pirrol) dopado com CIO, deve estar associada
ao processo de compensacdo de cargas envolvido nas reagfes redox do polimero
condutor. Conforme bastante discutido em literatura, dependendo da natureza do ion
dopante do polimero, os mecanismos de transporte ibnico séo distintos e influenciam
a eletroatividade do material [25-27,105-107]. Quando a polimerizacdo é feita em
presenca de ions inorganicos de baixa massa molecular, como perclorato ou cloreto,
por exemplo, 0 mecanismo de transporte que ocorre durante o processo redox
envolve o movimento de anions, tanto saindo como entrando na cadeia polimérica,
para que se mantenha o balanco de cargas. Entretanto, ao se utilizar anions de
elevada massa molecular e anfifilicos como dopantes, sendo exemplos dessa classe
de compostos o dodecilsulfato de sodio ou o dodecilbenzenosulfonato de sodio, o
processo de compensacdo de cargas é diferente. Neste caso, tais anions nao
possuem mobilidade suficiente para sair e entrar na cadeia polimérica, e desta forma
o balanco de cargas passa a ser feito pelo movimento de cations presentes no

eletrélito.
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Assim, as diferencas nos mecanismos de transporte idnico envolvidos nos
processos redox do poli(pirrol) dopado com anions como o ClO4 ou o DBS™ provoca
variacfes em sua eletroatividade [107], conforme descrito em literatura e observado
experimentalmente. A Figura 4.61 (bem como a Fig. 4.60) confirma a menor
eletroatividade do PPy/CIO4 frente ao PPy/DBS’, dada a menor corrente gerada por
um processo redox do PPy/CIO, em dado potencial. Essa figura mostra
voltamogramas ciclicos em meio basico (pH 10,0) de eletrodos de poli(pirrol)
contendo a mesma carga de polimero macico eletrodepositado, sendo a Unica

diferenca entre eles o dopante empregado (DBS™ ou ClOy).

80
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Figura 4.61. Voltamogramas ciclicos de eletrodos contendo 0,5 C cm™ de PPy dopado com DBS ou
ClO,’, conforme indicado. v = 50 mV s™, em tampé&o borato 0,1 mol L™ e pH 10,0.

Entdo, verificada a menor eletroatividade do poli(pirrol) dopado com ClOy,
estudou-se o efeito da troca desse dopante sobre a deposi¢cdo dos nanofios. Duas
estratégias foram adotadas: a primeira consistiu em adicionar o DBS™ durante a
sintese dos nanofios (substituindo-se totalmente ou parcialmente o ClO,4” na solucéo
contendo o monémero), e a outra op¢ao foi a tentativa de troca do ClO, pelo DBS’

apos a sintese convencional. Neste caso, realizou-se 100 ciclos de voltametria a 50
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"1 em solugéo concentrada de DBS™ (0,1 mol L™), utilizando-se um eletrodo

mV s
contendo os nanofios de poli(pirrol) dopado com ClO,, preparado previamente.

A primeira estratégia adotada se mostrou ineficaz, uma vez que a observacao
dos eletrodos no microscopio eletrénico de varredura mostrou que a morfologia
obtida era similar a de filmes macicos, sem sinais de formacao de nanofios.

A segunda estratégia de troca do dopante também né&o foi bem sucedida, ja
gue a analise eletroguimica e por espectroscopia na regido do infravermelho dos
eletrodos obtidos apés ciclagem de potencial em solucdo de DBS™ ndo permitiu
concluir que a troca do dopante foi realizada.

O fato de a troca do dopante CIO,4 pelo DBS™ ter comprometido a formacéo
dos nanofios de poli(pirrol) pode ser explicada através do mecanismo proposto em
literatura [43] para o crescimento dessas nanoestruturas. Segundo a autora, a
eletrodeposicdo do pirrol deve ser realizada em solucdes contendo anions néo-
acidos (ClO4) e &cido-fracos (HPO,%), sendo este Ultimo essencial, visto que sua
presenca leva a formacdo de uma fina camada de poli(pirrol) superoxidado, que
envolve a base dos nanofios. Na realidade, durante a oxidagdo do mondmero pirrol,
prétons sdo liberados, e os anions &cido-fracos os capturam, até que em dado
momento ndo ha mais anions disponiveis na interface, e desta forma a oxidacao do
pirrol para. Como um potencial elevado é aplicado ao eletrodo (0,7-0,8 V), ocorre a
oxidacdo da agua, gerando radicais hidroxil que reagem com a camada de
poli(pirrol) j& formada, causando sua superoxidacdo e consequente desdopagem,
liberando anions.

Os radicais hidroxil formados também podem reagir entre si, formando H,O,,

0 qual é entdo oxidado a O,. As "nanobolhas" de O, geradas protegem o poli(pirrol)
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da superoxidacdo,e nesses locais a corrente pode continuar a fluir, dando

continuidade a polimerizacao do pirrol.

As reac0Oes citadas e um esquema ilustrativo simplificado do crescimento do

filme sdo apresentados na Figura 4.62.

Au deposicéo inicial do PPy

H,0 e ‘OH + H' + e
PPy(HPO,*) +*OH ——» OPPy + H PO, + ...

2*0H —> H,0, —> 0, + 2H* + 2e

Au | formagéo de bolhas de O,

Au

m deposicéo de fina camada de PPy superoxidado

crescimento dos nanofios sob as bolhas de O,

Figura 4.62. Esquema ilustrativo (fora de escala) do crescimento dos nanofios de PPy e das reacbes

envolvidas, de acordo com o mecanismo proposto na referéncia 43.

A primeira vista, a simples troca do anion ClO, pelo DBS na sintese ndo

ocasionaria grandes mudancas no mecanismo de formacéo dos nanofios, uma vez

que o principal agente do mecanismo é o HPO,%. Entretanto, ao se realizar essa

mudanca, troca-se um composto ndo-acido (LiClO4) por outro de carater &acido

(DBSA, pKa ~ -2,5), e certamente essa mudanca de acidez dos componentes

presentes na sintese afeta diretamente o mecanismo, iniciado pela liberacdo de ions

H* durante a oxidag&o do mondémero pirrol.
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4.7. Deteccao de Uréia por Biossensor Contendo Nanofios de Poli(pirrol)

Apesar de terem sido obtidas baixas sensibilidades de deteccdo de amoénia
com os filmes contendo nanofios de poli(pirrol) dopado com perclorato, € possivel
utilizar esses eletrodos como plataformas para imobilizacdo da enzima urease com a
consequente obtencdo do biossensor de uréia. O método escolhido para
imobilizacdo da urease sobre os nanofios foi a deposicdo camada por camada (10
bicamadas), j& descrita anteriormente neste trabalho. A Figura 4.63 mostra a curva
analitica obtida a partir de amperograma de deteccdo de uréia, realizado nas
condicfes usuais.

O resultado apresentado na Fig. 4.63 mostra que é possivel realizar a
deteccdo amperométrica de uréia tendo-se como eletrodo base os nanofios de
poli(pirrol) dopado com perclorato, apds imobilizacdo da enzima urease. Conforme
esperado, a sensibilidade obtida com esse biossensor é bastante baixa (2,0 nA cm™
mmol™ L), mas como ja foi apresentado anteriormente, o valor de sensibilidade pode
ser ajustado de acordo com o numero de bicamadas de enzima. A faixa linear de
resposta do biossensor é ampla e o resultado é reprodutivel, mostrando outra nova

potencial aplicacédo para os eletrodos contendo nanofios.

Sensibilidade = 2,0 nA cm” mmol™ L
R=0,979

0 40 80 120 160 200 240 280

[Uréia] / mmol L™

Figura 4.63. Curva analitica correspondente a deteccdo amperométrica de uréia por eletrodo
contendo 0,50 C cm™ de nanofios de PPy/CIO,, e urease imobilizada pela técnica LbL
(10 bicamadas). Deteccéo realizada a 0,35 V, em tampéo borato 0,1 mol L e pH 10,0,
sob agitacdo, com adi¢des de aliquotas de solucao de uréia.
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5. CONCLUSOES

Apresentou-se e discutiu-se nesta tese resultados concernentes ao
desenvolvimento, otimizacdo e compreensdo de sensores e biossensores para
deteccdo amperométrica de amoénia e uréia, respectivamente. Duas abordagens
foram dadas aos estudos: o emprego de matrizes de poli(pirrol) convencional
(macico) e também nanoestruturado (macroporoso ou nanofios) para deteccdo dos
analitos de interesse, com o intuito de comparar os desempenhos dessas plataformas
de deteccdo e analisar a problemética envolvida. Embora ndo se tenha obtido
sensibilidades de deteccdo de wuréia muito elevadas com as plataformas
nanoestruturadas, a sintese das diferentes nanoestruturas de poli(pirrol) foi
sistematizada com sucesso, e pode ser empregada em outras aplicacdes [108].
Foram obtidos resultados inéditos nesta tese, e se acredita que tenham contribuido
para o avanc¢o das pesquisas ha area.

As conclus@es especificas encontram-se a seguir, divididas de acordo com os

temas abordados na secao de resultados de discussao.

(a) Deteccao de Amadnia por Poli(pirrol) Macico

A deteccdo de amobnia foi otimizada em termos da densidade de carga de
poli(pirrol) presente no sensor e do potencial de operagdo do mesmo. Maiores
sensibilidades foram obtidas com 2,5 C cm™ de poli(pirrol), e com o sensor operando
a0,35V.

Verificou-se a utilizacdo do poli(5-amino-1-naftol) como uma eficiente barreira
redutora de sinal amperométrico gerado pelos interferentes acido arico e acido
ascorbico, e atribuiu-se o mecanismo a repulsao eletrostatica entre o poli(5-amino-1-

naftol) e os interferentes, negativamente carregados no pH utilizado (10,0).
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(b) Deteccéao de Uréia por Biossensores baseados em Poli(pirrol) Macico

Estudou-se a influéncia do método de imobilizacdo da enzima urease sobre a
matriz polimérica, e verificou-se que biossensores de melhor desempenho e
durabilidade s&o obtidos com a formacé&o de ligacdes covalentes entre a enzima e 0
poli(5-amino-1-naftol), visto que, dentre os métodos estudados, este tipo de
imobilizacdo impede a lixiviacdo da enzima, e provavelmente expde melhor o sitio
ativo ao ambiente contendo o analito.

Realizou-se também a otimizacdo da quantidade de poli(5-amino-1-naftol)
presente no biossensor. Observou-se que ha pouca influéncia deste parametro na
sensibilidade de deteccéo, visto que a massa de enzima imobilizada n&o deve variar.
Adicionalmente, observou-se que as condi¢cdes experimentais utilizadas (pH 10,0 e
meio aquoso) ndo sdo favoraveis ao poli(5-amino-1-naftol), que apresenta boa

condutividade apenas em pHs &cidos e meios organicos.

(c) Deteccéao de Uréia por Biossensores baseados em Poli(pirrol) Macroporoso

Introduziu-se o desenvolvimento de matrizes macroporosas de poli(pirrol) e
sua utilizacdo como base para os biossensores de uréia com o intuito de aumentar a
area eletroativa disponivel para imobilizacdo de enzima e para a transducdo do
sinal, em relacéo a filmes analogos macicos.

Observou-se que a polimerizagédo do poli(5-amino-1-naftol) sobre o poli(pirrol)
macroporoso ocasiona o recobrimento e perda do perfil nanoestruturado do filme.
Desta forma, foi iniciado o estudo de outro método de deposicéo da urease, mais
apropriado para as matrizes nanoestruturadas: a imobilizacdo eletrostatica camada
por camada. Observou-se que ha influéncia do tempo de imersédo do eletrodo nas

solugbes contendo o eletrélito positivo (PDDA) e negativo (urease) sobre o




Conclustes 131

desempenho do biossensor. Maiores sensibilidades foram obtidas com 1 hora de

imersao, e com bhiossensores contendo 15 bicamadas de urease.

(d) Deteccédo de Amoénia por Poli(pirrol) Macroporoso

Além da utilizacdo das plataformas macroporosas de poli(pirrol) como base
para biossensores de uréia, pode-se emprega-las também na deteccdo de amoénia.
Foi observado que as sensibilidades de sensores macroporosos frente a amonia séo
maiores do que as de sensores analogos macicos, apresentando a mesma
densidade de carga de poli(pirrol). Atribuiu-se os melhores desempenhos a maior
facilidade de difusdo do analito por toda a extensdo da matriz polimérica (cujos
poros sao interconectados), bem como a maior area superficial dos sensores

nanoestruturados.

(e) Deteccao de Amonia por Nanofios de Poli(pirrol)

Como alternativa a nanoestruturacdo utilizando-se moldes, como no caso da
preparacdo do poli(pirrol) macroporoso, estudou-se a eletrodeposicao direta de
nanofios de poli(pirrol), empregando técnicas eletroquimicas como voltametria de
pulso normal e amperometria. Verificou-se que os filmes contendo nanofios de
poli(pirrol) podem ser empregados na deteccdo de amdbnia, mesmo o polimero
estando dopado com o ion perclorato, o que diminui a eletroatividade do mesmo (em
relacéo ao poli(pirrol) dopado com dodecilbenzenosulfonato). E necessario enfatizar
que a baixa eletroatividade do poli(pirrol) dopado com perclorato limita a sensibilidade
de deteccdo de amonia, e assim o efeito da geometria do substrato (nanofios vs.

macroporos) nao pode ser avaliado.
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Experimentos adicionais revelaram a potencial aplicacdo dos nanofios de
poli(pirrol) na deteccdo de uréia, apos imobilizacdo da urease pelo método de

automontagem camada por camada.
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