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RESUMO

H4 uma grande expectativa para o desenvolvimento de biossensores
miniaturizados, que permitam analises mais eficientes e rapidas, em matrizes complexas
como as encontradas: no ar, alimentos, aguas residuais e em medicamentos.
Recentemente, filmes poliméricos inteligentes ativados por estimulo externo tém atraido
bastante interesse no desenvolvimento desses tais nanosensores para uso em sistemas
quimicos e bioquimicos. Estes materiais apresentam uma alta sensibilidade a alteracdes
fisicas ou quimicas ocorridas na sua interface, e respondem seletivamente a essas
mudancas para se adaptarem ao meio. Juntando-se as propriedades estimulo-responsivas
desses polimeros com a alta seletividade de reacdes bioldgicas tem-se uma excelente
combinacao para a criagdo de nano biossensores.

A esse tipo de sistema: interfaces/material biologico adota-se a nomenclatura
biointerface. As biointerfaces sdo biossensores em potencial, e na preparacdo dos
biossensores a tarefa mais complicada na sua preparagao ¢ o desenvolvimento de
superficies adequadas para o interfaceamento com material bioldégico, de maneira que a
parte biologica possa atuar de forma sensivel e estavel.

A primeira etapa consistiu na produgdo e caracterizagdo dos polimeros escova
(P2VP), os quais serao preparados pelo processo de deposicao térmica. A caracterizagao
dos mesmos foi realizada por imagens microscopia de for¢a atdomica (AFM), via
eletroquimica e por transmissdo de ressonancia plasmonica de superficie. Na etapa
posterior foi estudada a imobilizagdo da glicose oxidase para a preparacdo do
biossensor. O dispositivo fabricado foi empregado para a determinacdo direta de
glicose. Desta forma, esperou-se obter uma metodologia de menor custo e tempo de
andlise. Logo, este estudo ird contribuir de forma significativa sobre os processos de
montagem de biossensores a partir de compostos nanoestruturados. Foram utilizadas
técnicas de cronoamperometria ¢ voltametria ciclica para estudos sobre a aplicabilidade

das biointerfaces na determinacao direta do analito de interesse.



SUMARIO

1. INTRODUGAO ...ttt ettt et ettt ettt 5

2. METODOLOGIA .....oooiiiiiieee ettt sttt et e 8
2.1 REAGENLES ...veieniieeeiie ettt ettt e ettt e e stte e et e et ee et ee st eesabeeesaseaensseaensaeennsaesnneenes 8
2.2. Desenvolvimento do eletrodo .........ccceeoueeieriiriiinieieie e 9
2.2.1. Modificac@o do letrodo .........cooviieiiiiieiie e 9

2.3. Imobilizagdo da enzima sobre 0 eletrodo ...........cccveiieiiiiiiiiieiie e, 10
2.4. Medidas eletrOqUIMICAS .........eevvieeriieeireeeieee st ee st eeetieeeaee e e e eeeeeeebeeesebeeesees 10
2.5. Espectroscopia de absorc¢ao na regido do ultravioleta-visivel (UV-Vis) ............... 10
2.6. Medidas AFM ...ttt e e 11
3. RESULTADOS E DISCUSSOES ......cooviiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeevseenes s, 12
4. CONCLUSAOQ ...ttt sttt ss et 19

REFERENCTAS ..o e ee e e e s e e e es s ee s e e s ee e 20



1. INTRODUCAO

A producdo de sensores miniaturizados pode ser feita a partir de respostas
estimulo-responsivas de polimeros escovas combinadas com a alta seletividade de
sistemas bioldgicos. Esta ¢ uma metodologia bastante promissora que se utiliza de
filmes finos poliméricos para o desenvolvimento desses sensores, um meio simples e
econdmico de transducdo [1]. Também chamados materiais inteligentes, os citados
filmes finos poliméricos sdo materiais que possuem propriedades fisico-quimicas
sensiveis a estimulos externos - como variagdo de temperatura, aplicacdo de um
determinado comprimento de onda, for¢a mecanica, potencial elétrico, for¢ga magnética,
pH e composicdo quimica e as interagdes com um analito de interesse [2,3,4,5].

Os polimeros convencionais estdo em praticamente tudo o que usamos
atualmente: tecidos, medicamentos, embalagens, meios de transporte, comunicagdes,
armazenamento de informacdes etc. Existem em trés grandes classes; homopolimeros,
copolimeros e blendas. Os homopolimeros sdao constituidos de um tnico tipo de meros
(unidades iguais que se repetem ao longo da cadeia polimérica) e os copolimeros, de
dois ou mais meros diferentes. J4 as blendas sdo obtidas pela mistura de um ou mais
homo ou copolimeros distintos, produzindo um terceiro material polimérico com
propriedades diferentes dos seus componentes isolados.

Filmes finos poliméricos (polimero escova) podem ser fabricados por deposicao
sobre ITO (6xido de estanho dopado com indio), um substrato altamente condutor e
transparente na regido visivel do espectro eletromagnético que possui uma Otima
estabilidade quimica. ITO ¢ muitas vezes usado para fazer revestimentos condutores
transparentes para exposicdes, tais como telas de cristal liquido, displays de tela plana,
displays de plasma, painéis de toque, e aplicagdes de tinta eletronica. E também
utilizado para varios revestimentos dpticos, mais notavelmente infravermelho refletindo
revestimentos (espelhos quentes) para automoveis, 6culos e sodio lampada de vapor.
Outros usos incluem sensores de gés e revestimentos anti-reflexo.

Polimero escova ¢ um dos tipos mais eficientes de filme fino com propriedades
estimulo-responsivas para o desenvolvimento de nanosensores, pois sua topologia
apresenta caracteristicas de dilatacdo e contracdo ndo encontradas em outras estruturas
[6,7]. Essas mudangas conformacionais na sua estrutura t€ém levado a um aumento da
sensibilidade para detec¢dao de alguns compostos [8,9,10]. H4 diversos pardmetros que

foram testados para controlar tais propriedades: densidade dos compostos, comprimento



das cadeias poliméricas, dispersidade e composi¢do quimica dos grupos funcionais. O
polimero escova pode ser controlado por interagdes eletrostaticas que afetam fortemente
as propriedades fisico-quimicas do filme através da repulsao mutua entre as cargas dos
polimeros e a pressdo osmotica presente nos contra ions das escovas. Também, pode
sofrer alteragdes conformacionais causadas por determinados estimulos externos. A
variagdo de pH, forca idnica ou mudanca de polaridade do solvente sdo exemplos de
estimulos que podem afetar a configuragao de tais polimeros [11]. Por isso, é necessario
criar uma interface comutavel que altera a permeabilidade do polimero a fim de regular
0s processos eletroquimicos que venham a ocorrer por mudangas no meio.

A mudanca conformacional acarreta dilatacdo ou contrag¢dao do filme, alterando
sua permeabilidade em relacio a passagem de corrente. Quando a estrutura esta
dilatada, ha livre circulagdo de elétrons, mas se contraida, pelo contrario, dificulta a sua
passagem (Figura 1). Este fenomeno pode ser analisado a partir das medidas
eletroquimicas por voltametria ciclica e por espectroscopia de impedancia
eletroquimica.
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Figura 1: Representacdo da superficie do polimero alterando seu estado conformacional

conforme a mudanc¢a de pH.

A voltametria ciclica ¢ a técnica mais comumente usada para adquirir
informagdes qualitativas sobre os processos eletroquimicos. A eficiéncia deste método
resulta de sua habilidade de rapidamente fornecer dados sobre a termodinamica de
processos redox, da cinética de reagdes heterogéneas de transferéncia de elétrons e
sobre reagdes quimicas acopladas a processos adsortivos.

Esta técnica eletroanalitica baseia-se nos fendmenos que ocorrem na interface
entre a superficie do eletrodo de trabalho e a camada fina de solugdo adjacente a essa
superficie. E classificada como dindmica, pois a cela eletroquimica é operada na

presenca de corrente elétrica (i > 0) que, por sua vez, ¢ medida em fungdo da aplicagdo



controlada de um potencial. Assim, as informagdes sobre o analito sdo obtidas por meio
da medi¢do da magnitude da corrente elétrica que surge no eletrodo de trabalho ao se
aplicar um potencial entre um eletrodo de trabalho e um eletrodo auxiliar. O pardmetro
ajustado ¢ o potencial (E) e o pardmetro medido ¢ a corrente resultante (i). O registro da
corrente em funcdo do potencial é denominado voltamograma, ¢ a magnitude da
corrente obtida pela transferéncia de elétrons durante um processo de oxirredugdo pode
ser relacionada com a quantidade de analito presente na interface do eletrodo e,
consequentemente, na cela eletroquimica.

Inicia-se a aplica¢do do potencial de um valor no qual nenhuma reducdo ocorre
e, com o aumento deste para regides mais negativas (catodica) sucede a diminui¢do do
composto em solu¢do, gerando um pico de corrente proporcional a concentragdo deste
composto. Quando o potencial ja tiver atingido um valor no qual nenhuma reagdo de
reducao ocorre, 0 mesmo ¢ varrido no sentido inverso, até o valor inicial, € no caso de
uma reagdo reversivel, os produtos que tiverem sido gerados no sentido direto (e se
localizam ainda proximos a superficie do eletrodo) serdo oxidados, gerando um pico
simétrico ao de redugdo. O tipo de voltamograma gerado depende do mecanismo redox
que o composto em questdo sofre no eletrodo, o que faz da voltametria ciclica uma
ferramenta valiosa para estudos mecanisticos.

Ja a impedancia eletroquimica ¢ uma técnica nao estaciondria que emprega
sinais de pequena amplitude para perturbar um determinado potencial ou uma
determinada corrente aplicada num sistema eletroquimico. A utilizagdo destes sinais
permite uma analise linear dos resultados que sdao fornecidos na forma senoidal,
podendo diferir do sinal aplicado em fase e amplitude. A impedancia pode entdo ser
definida como a medida da diferenga de fase e de amplitude decorrente da perturbagao,
ou em outras palavras, como sendo a relagdo entre uma perturbacao do potencial AE e a
resposta em variagao de corrente Al.

Logo, os esforcos desse trabalho de conclusdo de curso foram concentrados para
o desenvolvimento de biossensores que respondam a estimulos externos e baseados na
utilizagdo de polimeros escovas. Os biossensores aqui desenvolvidos foram
caracterizados pelas técnicas de: UV-vis, Microscopia de For¢a Atdmica e por técnicas
eletroquimicas. Os mesmo foram utilizados para a detec¢do de glicose e apresentaram

otimos resultados quando comparados a outros biossensores encontrados na literatura.



2. METODOLOGIA

2.1 Reagentes
Os reagentes utilizados no experimento estdo apresentados na tabela abaixo,
juntamente com as indicagdes de seus respectivos pesos moleculares e suas

procedéncias.

Tabela 1: Lista de reagentes com seus respectivos pesos moleculares e suas

procedéncias.
Material Peso Molar Procedéncia
Alcool etilico absoluto 46,07 Sigma-Aldrich
2-Butanona Sigma-Aldrich
Tolueno 92,14 Chemis
3-Glicidoxipropiltrimetoxisilano 236,34 Sigma-Aldrich
Hidroxido de amonio 35,05 J.T.Baker
Peroxido de Hidrogénio 34,01 Vetec
Cloreto de Potassio 74,555 Carlo Erba
Acido Cloridrico 36,46 Sigma-Aldrich
Poli (2-vinil piridina) 10800 PolymerSource Inc.
Cloridrato de ouro (III) trihidratado 258,03 Sigma-Aldrich
Citrato de sodio 294,10 Sigma-Aldrich
Glicose oxidase Sigma-Aldrich
1,2-Dicloroetano 98,96 Sigma-Aldrich
N-Hidroxisuccinimida 115,09 Sigma-Aldrich

O tampao fosfato pH 7,0 foi preparado com écido fosforico e monohidrogeno
fosfato dissodico na concentragio de 10x10° mol/L. O pH foi ajustado conforme o
necessario com NaOH 1 mol/L ou com H3;PO4 1 mol/L. Todas as solugdes foram
preparadas com d4gua purificada, em sistema Milli-Q, procedéncia Millipore

Corporation.

Preparacio da solugdo de ouro coloidal
Aqueceu-se até a ebulicdo 100,0 mL de uma solugdo 2,5 x 10* mol/L de

HAuCly em um Erlenmeyer, com agitagdo. Adicionou-se rapidamente 5,0 mL de



solugdo 1% de citrato de sddio e manteve-se a solucdo em ebulicdo, por 10 min, ainda
sob agita¢do. Decorrido esse tempo, o aquecimento do sistema foi suspenso e a agitagdo
mantida por mais 15 min em outra placa de agitacdo, porém sem aquecimento. A barra
magnética foi, entdo, removida e a solugdo foi resfriada a temperatura ambiente sem a
utilizagdo de banho de gelo. Obteve-se imediatamente o espectro eletronico da

suspensao resultante.

2.2 Desenvolvimento do eletrodo

O primeiro passo foi cortar o ITO em pedacos de 1,0 mm de largura e 3,0 mm de
comprimento, tamanho este adequado para que possam ser realizadas as medidas
eletroquimicas. Apds esta primeira etapa os mesmos foram imersos em alcool absoluto
e deixados no ultrassom por 5 min para esterilizacao. Posteriormente, foram lavados
com agua Milli-Q e imersos em uma solucao contendo butanona para completa remog¢ao
de material organico presente, por mais 5 minutos. Apds os 5 min os eletrodos foram
lavados novamente com agua Milli-Q. Foram entdo inseridos em um terceiro béquer
para mais uma etapa de limpeza numa solu¢dao contendo: 6 mL de hidroxido de amonio
(NH4OH), 8 mL de peroxido de hidrogénio (H,0O,) e 6 mL de agua Milli-Q, por 30
minutos. Transcorrido o tempo, os eletrodos foram lavados em agua Milli-Q por 20

min, e em seguida secados no nitrogénio.

2.2.1 Modificacao do eletrodo
Os eletrodos foram quimicamente modificados com P2VP, de acordo com o
procedimento que sera descrito a seguir:
- Os celetrodos foram modificados em uma solugdao contendo 1% de 3-3-
Glicidoxipropiltrimetoxisilano (GPS) em tolueno, por 12 horas a temperatura
ambiente. ApOs esta etapa, foram lavados com tolueno para remover o excesso de
GPS que ndo reagiu.
- Adicionou-se entdo 60 pL do polimero P2VP (solugdo de 0,01 % em butanona)
as superficies dos ITOs, para se obter um filme fino. A reacdo dos polimeros com
o GPS foi feita no forno a vacuo 1 bar, a temperatura de 140° C por 5 horas.
Passado esse tempo, os eletrodos foram lavados com butanona para retirar os

polimeros nao ligados.
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- Apos a etapa de modificagcdo com polimero, foram depositadas nanoparticulas de
ouro coloidal sob as superficies dos eletrodos por 5 horas. Decorridas as horas, os

eletrodos foram lavados com dgua Milli-Q para retirar o excesso de ouro.

2.3 Imobilizacdo da enzima sobre o eletrodo

Ap0s as etapas acima os eletrodos foram mergulhados em uma solugdo de MUA
10 mmol/L por um periodo de 12 horas. Logo em seguida, os eletrodos ficaram imersos
na solucdo de tampao de fosfato (10 mmol/L, pH 5,5) que continha 0,4 mol de
EDC(1,2-Dicloroetano) e 0,1 mol de NHS(N-Hidroxisuccinimida), por 2 horas com
agita¢do continua, e entdo adicionou-se 100 pL da solucdo de GOx (10 mg/mL em 10

mmol/L de PBS e pH 6,0) por periodo 12 horas a temperatura ambiente.

24 Medidas eletroquimicas

Para a realizagdao das medidas eletroquimicas de voltametria ciclica e por
impedancia utilizou-se uma célula eletroquimica composta por trés eletrodos: eletrodo
modificado como eletrodo de trabalho, eletrodo de referéncia Ag/AgCl e contraeletrodo
de platina.

Nesta c¢lula, colocou-se uma solug¢ao de 20 mL de KCI de concentragao 0,1 mol
e variou-se o pH da mesma com adicao de HCI. Foram obtidos voltamogramas ciclicos
antes e durante a modificacio em K4Fe(CN)¢/KsFe(CN)gl,0x10° mol/L para a
observacao do comportamento do eletrodo de ouro em fungao da modificagdo. Também
foram realizados estudos por voltametria ciclica utilizando os eletrodos modificados em
diferentes valores de pH para verificar o comportamento dos mesmos com relagdo ao
pH do meio.

Todas as medidas eletroquimicas foram obtidas utilizando a interface pAutolab
II/ FRA 2 .Para a medida de voltametria ciclica, empregou-se o software GPES 4.9 e

para a de impedancia o software FRA 4.9.

2.5 Espectroscopia de absorcao na regio do ultravioleta-visivel (UV-Vis)

Para as medidas de espectroscopia UV-Vis, foram inseridos eletrodos em
cubetas contendo solu¢cdes com pH variando de 2 a 7. Estas, por sua vez, foram
colocadas no espectrometro e as medidas foram registradas pelo software Acquire

Toolbar.
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2.6 Medidas AFM
As imagens de AFM foram obtidas no laboratério do Grupo de Materiais
Eletroquimicos e M¢étodos Eletroanaliticos do IQSC / USP, utilizando-se um

equipamento TMX 1010 Explorer da Topometrix operando no modo contato.
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3. RESULTADOS E DISCUSSOES

A primeira etapa do projeto consistiu em avaliar o comportamento do sensor
modificado em diferentes pH. Devido a alteracao do pH, uma mudanga brusca ocorre na
carga de superficie do polimero escova. O experimento foi inicializado com pH 3,8,
quando o polimero escova P2VP estava protonado, pois se trata de um polimero de
carga positiva, permeavel as espécies redox soluveis carregadas negativamente FCMA
0,5 mmol/L. A Figura 2 mostra a voltametria ciclica (VC) do par redox e o resultado
apresentou um perfil voltamétrico com dois picos, um no potencial anddico em torno de
0,26 V e o outro no potencial catodico em 0,16 V. O que demonstra que as respostas das
espécies redox conseguem atravessar a estrutura polimérica e confirmam o estado ON
do eletrodo. Também foi realizado o mesmo experimento em pH 6,0 e curva
voltamétrica estd mostrada na Figura 2 (curva tracejada). Como podemos comparar com
o resultado obtido sobre o pH 3,8 existe uma diminuicdo da corrente € um menor
deslocamento do potenciais redox. O que confirma que o polimero P2VP esta em um
estado OFF e inibe o processo de transferéncia de elétrons para a espécie redox em
solugdo (logo ele se contrai e dificulta a passagem de elétrons). A mudanga observada ¢
reversivel e reprodutivel entre estados inativos e ativos do eletrodo modificado com
P2VP. Logo, podemos concluir que com pH 3,8 o polimero expande-se e permite a
acessibilidade eletroquimica para grupos redox, e com o pH maior que 6,0 0 mesmo se
contrai impedido tal mecanismo. Esse fenomeno € o que atribui ao material o nome de
material inteligente, pois o polimero muda a sua conformagao de acordo com o estimulo

recebido.

204

I/ pA

-(;.2 ) .0:0 ’ Iljl ) 0?4 ) “j(-
E/Vvs. Ag/AgCl
Figura 2: Voltametria ciclica obtida para o eletrodo modificado P2VP na presenca de

0,5 mmol/L K4Fe(CN)s, com velocidade de varredura de 50 mV/s.



13

Também foi estudado o efeito da variagao da velocidade por voltametria ciclica.
A Figura 3 mostra a separagdo dos picos obtidos por VC no sensor. Como podemos
notar, a corrente aumenta proporcionalmente com o aumento da velocidade de
varredura. Observa-se que os picos das correntes sdo proporcionais a raiz quadrada das
velocidades de varredura. Esta é uma caracteristica de processos regulados por controle
difusional que confirmou ainda mais que as espécies redox ndo estdo restritas a esfera

deste sensor.

-
757 &

50 '
-0.2 0.0 0.2 0.4 0.6

E/V vs. Ag/AgCl
Figura 3: Voltametria ciclica do eletrodo modificado P2VP obtido sob aplicacao de
diferentes velocidades de varredura (10-250 mV/s). As medidas foram realizadas em
solu¢ao de KCI pH 3,8, na presenca de 0,5 mmol/L K4Fe(CN)g. No inserte da figura:
nota-se a dependéncia do pico de corrente em relacdo a raiz quadrada da velocidade de

varredura.

Assim como observado para o pH 3,8, também foram efetuadas medidas em pH
6,0, pois nesse pH o polimero se encontra no estado OFF, contraido, onde os
movimentos das cadeias estdo “congelados”, restringindo os processos eletroquimicos.
Este fato ¢ confirmado mediante a inibi¢do do processo de transferéncia de elétrons para
a espécie redox em solucdo na Figura 4.

Comparadas as Figuras 3 e 4, podemos notar que hd uma diminui¢cdo gradativa
da corrente de pico entre os pH 3,8 e pH 6,0. Assim, comprova-se que, para pH mais
acido as nanoparticulas estdo separadas umas das outras e o polimero expandido,

facilitando a passagem de corrente e, consequentemente, obtém-se um pico maior. Ja
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com o aumento do pH hd uma diminui¢do da corrente de pico devido a contracdo do

polimero com a consequente agregacio das nanoparticulas.

40 -

30

4 6 8 10 12 14 16
V' (mvis)"

-0.4 0.0 0.4 0.8 1.2
E/V vs. Ag|AgCl

Figura 4: Voltametria ciclica do eletrodo modificado P2VP obtido sob aplicacdo de
diferentes velocidades de varredura. As medidas foram em solucao de KCI de pH 6,0,

na presenga de 0,5 mmol/L K4Fe(CN)g.

Ademais, foi estudado o efeito da resisténcia por impedancia com a variagdao do
pH. A Figura 5 apresenta o grafico de Nyquist obtido (potencial fixo de 0,25 V vs
Ag/AgCl) para diferentes pH. O grafico da impedancia para sensor exibiu um
semicirculo para o pH 3,8. Pode-se notar que com o aumento do pH, ha uma ampliagcao
do semicirculo, indicando que ha maior resisténcia para transferéncia eletronica. O valor
calculado para R eleva-se de 900 para 1600 QQ com o aumento do pH, provavelmente
devido a desprotonacdo do polimero que intensifica a repulsdo entre as cargas e leva a
inibicao da transferéncia eletronica. Esta observagdo ¢ similar a encontrada pela
variagdo do pH na voltametria ciclica. A Figura 5 aponta que o processo de troca
eletronica entre o eletrodo e a espécie na solugdo ¢ muito facil em pH 3,8. Esta
transferéncia eletronica na interface origina da expansdo do polimero escova induzido
pelo pH e resulta na formagdo de canais i0nicos. Quando o eletrodo modificado foi
imerso no pH 3,8, R¢ diminuiu novamente. O aumento e a diminui¢cdo do R podem ser
repetidos varias vezes, o que confirma um processo reversivel a expansdo e contracao

do polimero.
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Figura 5: Grafico de Nyquist para dados de impedancia dos eletrodos modificados
P2VP em tampao BPS de 10 mmol/L contendo 0,5 mmol/L K4Fe(CN)s. Dados
experimentais obtidos em pH 3,8 passos 1 (e) e 3 (¥), e em pH 6,0 passos 2 (W) ¢ 4

(A).

O segundo passo do projeto foi estudar o efeito plasmonico causado pela
variacao do pH. A Figura 6 mostra que com o aumento do pH houve a contracdo do
polimero e a alteracdo da distdncia entre as nanoparticulas que modulam a forga de
acoplamento plasmonico, o qual se manifesta como um aumento da banda no espectro
de absor¢cdo do T-SPR. Podemos notar que conforme se eleva o pH da solugao houve
um deslocamento para maiores valores da banda de absor¢do. O pico de absorcao
maxima do espectro T-SPR do eletrodo P2VP para pH 3 e 7, mostrou uma diferenca de
50nm, com deslocamento da banda plasmonica de 545 para 590 nm, respectivamente.

Notou-se também que pequenas mudangas no comprimento de onda sao
causadas pela contracdo ou expansao do polimero, e tais alteragcdes conformacionais
mostraram-se completamente reversiveis, pois as medidas foram realizadas varias vezes

e os resultados opticos foram idénticos.
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Figura 6: Espectro T-SPR do eletrodo modificado P2VP com adsorcdo de

nanoparticulas de ouro em sua superficie para valores de pH variando de 3 a 7.

O preparo do biossensor também foi monitorado em experimentos EIS
(espectroscopia de impedancia eletroquimica), um método eficaz para a sondagem de
superficie modificada dos eletrodos. A Figura 7 expde os resultados das medicdes da
impedancia apresentados como grafico de Nyquist (Z "versus Z '). Diferengas
significativas nos espectros de impedancia foram observadas durante silanizacdo,
deposi¢ao do polimero P2VP, fixacdo das nanoparticulas de ouro, e posterior
imobiliza¢dao das enzimas. Esta figura mostra que a resisténcia dos eletrodos aumentou
0,9-3,0 kQ depois da deposi¢ao polimérica. Uma descoberta interessante foi que a
deposi¢do da monocamada de ouro causou uma diminuicdo na resisténcia a
transferéncia eletronica de interface, a pH 3,8. As nanoparticulas de ouro se
incorporadas na escova P2VP inchada parecem fornecer locais adicionais para a reacao
eletroquimica, e efetivamente reforcar a transferéncia de elétrons através do mecanismo

de elétrons esperando.
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Figura 7: Gréfico de Nyquist para o eletrodo em 0,5x10” mol/L K4Fe(CN)s + 0,1
mol/L KCI pH 3,8.

A morfologia do sensor foi analisada por AFM. Na Figura 8 apresenta a
morfologia do sensor antes do acoplamento da enzima. Pode-se notar que ha o
recobrimento total da superficie com nanoparticulas de ouro. Ja na Figura 9 pode-se
notar o surgimento de estruturas maiores sobre as nanoparticulas de ouro que

caracterizam a deposicao da enzima glicose oxidase sobre as mesmas.

Topagaphy - Scan bawerd Lim 8 Topography - Scwn dormand Lee 4

194

Liw M7

Y0

Topogaike (NGh

2 DT
-

.’
X5
A - 4

7 g

Figura 8: Micrografia da superficie do eletrodo recoberto com nanoparticulas de ouro.
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Figura 9: Micrografia da superficie do eletrodo recoberto com nanoparticulas de ouro e

posterior modificagdo da superficie com a enzima glicose oxidase.

Apos a caracterizacdo do biossensor, o proximo passo foi monitorar a resposta
da oxidacao da glicose no eletrodo P2VP-GOx por amperometria. A Figura 10 mostra a
resposta amperométrica do eletrodo sensor. A curva de calibragdo da glicose vs.
corrente revela que o biossensor de glicose tem sensibilidade de 1,51 uA mmol/LL com
coeficiente de correlagdao de 0,992. O limite de detec¢ao foi definido como o valor do

sinal trés vezes acima do ruido e foi estimado em 5,6x10 mol de glicose.
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Figura 10: Resposta amperométrica do biossensor P2VP-GOx para adigdes sucessivas
de glicose de 0,2 mmol/L em tampdo PBS de 10 mmol/L para um potencial aplicado de

+0,26 V vs eletrodo de referéncia Ag/AgCl, na presenga de 0,5x10° mol/L K4Fe(CN)e,
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4. CONCLUSAO

Este trabalho primeiro descreve o estudo da modificagdo da superficie do
eletrodo ITO modificado com P2VP. O entendimento do que se passa na superficie do
sistema eletrodo/solu¢ao € muito importante na constru¢do de um biossensor. O P2VP
demonstrou propriedades de propagagdo excelentes devido a regulagdo do transporte de
ions através de dominios nanoscopicos e que sdo reversivelmente formadas no filme
nanoestruturado em resposta a estimulos externos. Os sistemas descritos neste TCC
representam uma matriz comutavel/ajustavel que pode ser controlada pelas mudancas
no pH. Estes sistemas podem ser explorados em diversos sistemas bioquimicos como:
dispositivos microfluidicos, biosensores e nas interfaces que controlam o acesso de
produtos quimicos para as interfaces reativas (por exemplo, em superficies biocataliticas
de células de biocombustiveis). Ja os resultados obtidos por impedancia eletroquimica
mostram que a deposicdo P2VP acarreta o aumento de resisténcia eletrodo/solugao,
porém apds deposi¢ao de nanoparticulas de ouro levou-se a sua diminuigdo. Também se
nota que a variacao do pH pode ressaltar numa maior resisténcia eletronica em pH mais
alto, que pode ser explicada pela conformagao do polimero.

Ap6s o entendimento do que se passa na superficie do sensor, foi desenvolvida
uma metodologia para construcdo de um biossensor sobre a superficie polimérica do
P2VP. O biossensor revelou-se com uma boa estabilidade, de facil aplicabilidade e de
baixo custo, sendo possivel sua utilizagdo como sensor eletroquimico em andlises de
glicose. Pode-se notar que a formagdo de biossensores pode ser uma excelente
alternativa para analises de glicose, tendo como algumas vantagens a possibilidade de
serem aplicados em amostras reais sem pré-tratamento ou separacao prévia, com rapidez

de analise e baixo custo.



20

REFERENCIAS

[1] TOKAREVA, L. et al. Nanosensors based on responsive polymer brushes and gold
nanoparticle enhanced transmission surface plasmon resonance spectroscopy. J. Am.

Soc, v.126, p.15950-15951, 2004.

[2] AURQY, P.; AUVRAY, L.; LEGER, L. Characterization of the brush regime for
grafted polymer layers at the solid-liquid interface. Phys. Rev. Lett., v. 66, p.719-722,
1991.

[3] ISRAELS, R.; LEERMAKERS, F. A. M.; FLEER, G. J. On the theory of grafted
weak polyacids. Macromolecules, v.27, p.3087-3093, 1994.

[4] ISRAELS, R. et al. Charged polymeric brushes-structure and scaling relations.
Macromolecules, v.27, p. 3249-3261, 1994.

[5] TAKEI, Y. G. et al. Dynamic contact-angle measurement of temperature-responsive
surface-properties for poly (NIsopropylacrylamide) grafted surfaces. Macromolecules,

v. 27, p. 6163-6166, 1994.

[6] ALEXANDER, S. Adsorption of chain molecules with a polar head: a scaling
prediction. J. Phys. (Paris), v.38, p.983-987, 1997.

[7JGENNES, P.-G. Conformations of polymers attached to an interface.
Macromolecules, v.13, p.1069-1075, 1980.

[8] ADVINCULA, R. C. et al. (Eds.). polymer brushes. Weinheim: Wiley-VCH, 2004.

[9] LAUB, C. F.; KOBERSTEIN, J. T. Effect of brush polydispersity on the interphase
between end-grafted brushes and polymeric matrices. Macromolecules, v.27, p.5016-

5023, 1994.

[10]ZHAO, B.; BRITTAIN, W. . Polymer brushes: surface-immobilized
macromolecules. Prog. Polym. Sci., v.25, p.677-710, 2000.

[11] BIESALSKI, M.; RUHE, J. Preparation and characterization of a polyelectrolyte
monolayer covalently attached to a planar solid surface. Macromolecule, v.32, p.2309-

2316, 1999.



