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RESUMO

Este trabalho teve por objetivo o desenvolvimento de plataformas
nanoestruturadas de polipirrol (PPy) dopadas com acido dodecilbenzeno
sulfénico (DBSA), adequadas para a imobilizacdo de enzimas ou
nanoparticulas, que resultem em biossensores de alta sensibilidade, boa
estabilidade e alto grau de reprodutibilidade. Estas plataformas séo
desenvolvidas a partir da técnica de litografia de nanoesferas associada a
eletropolimerizacdo, que permite, com facilidade, a obtencdo de
nanoestruturas muito bem ordenadas em grandes areas superficiais.
Além disso, o controle estrito da carga eletropolimerizada origina
diferentes arquiteturas. Anélises de microscopia Optica, MEV e FEG
associadas a medidas de perfilometria, permitiram tragcar uma relacéo
entre a espessura do filme e a carga depositada e observar as tendéncias
de crescimento conformacional dessas estruturas. Medidas de
impedanciometria possibilitaram uma rigorosa caracterizacdo elétrica
dos eletrodos poliméricos compactos e nanoestruturados. Para a
fabricacdo dos biossensores de catecol e H,0,, foram imobilizadas
tirosinase (Ty) e nanoparticulas de platina (NPPt), respectivamente.
Quanto as medidas amperométricas, para os biossensores de H,O,, 0s
melhores resultados foram obtidos para os eletrodos nanoestruturados
no equador de esferas de 535 nm de diametro, que mostrou-se linear na
faixa de 0,4 — 5 mM com sensibilidade de 0,95 mA.M™.cm™ e limite de
detecgdo de 0,39 mM. O tempo de resposta caracteristico para esses
sensores foi da ordem de 8 s. Para os biossensores de catecol, 0s
melhores resultados foram observados para as nanoestruturas fabricadas
a partir de esferas de 250 nm de didmetro e com nivel de preenchimento
acima do equador das esferas. A sensibilidade para esses biossensores
foi de 1,45 A.M™.cm? numa faixa linear de 1 — 6 uM e limite de
deteccdo de 0,52 pM. O tempo de resposta obtido foi da ordem de 5 s.
Esses valores, quando comparados aos da literatura, mostram-se
extremamente satisfatérios em relacdo aos parametros investigados,
comprovando que essas geometrias, associadas a afinidade do PPy com
biomoléculas ativas e nanoparticulas, possuem enorme potencial na
construgdo de biossensores eficientes e com as mais diversas
funcionalidades.

Palavras-chave: Polipirrol. Biossensor. Nanoestruturas. Espectroscopia
de Impedancia Eletroquimica.






ABSTRACT

The main purpose of this work is the development of nanostructured
polypyrrole (PPy) platforms doped with sodium dodecylbenzenesulfonic
sodium salt (DBSA), suitable for enzyme or nanoparticles
immobilization that will give biosensors with high sensitivity, good
stability and a high degree of reproducibility. These platforms are
produced by nanosphere lithography technique and
electropolymerization, which allows the fabrication of well ordered
nanostructures with a high surface area. Furthermore, the strict control
of the electropolymerized charge originates different architectures.
Optical microscopy, SEM and FEG associated with profilometry
measurements, allowed us to establish a thickness x deposited charge
relation and observe the comformacional growth trends of these
structures.  Impedanciometry  allowed a rigorous electrical
characterization of compact and nanostructured polymeric electrodes.
For the fabrication of catechol and H,O, biosensors, respectively,
tyrosinase (Ty) and platinum nanoparticles (NPPt) were immobilized.
For H,0, biosensors, the best amperometric results were obtained for
nanostructured electrodes at the equator of spheres (535 nm in
diameter), which has a linear range of 0.4 — 5.0 mM with a sensitivity of
0.95 mA m™.cm? and detection limit of 0.39 mM. The characteristic
response time of these sensors was about 8 s. For catechol biosensors,
the best results were observed for the nanostructures made from 250 nm
in diameter and fill level above the equator of the spheres. The
sensitivity of these biosensors was 1.45 AM™.cm™ with a linear range of
1 - 6 mM and a detection limit of 0.52 mM. The response time obtained
was about 5 s. These values, when compared to the literature, tend to be
extremely satisfactory in relation to the investigated parameters, proving
that these geometries associated with the affinity of PPy with active
biomolecules and nanoparticles, have enormous potential in efficient
biosensor with many different features.

Keywords: Polypyrrole. Biosensor. Nanostructures. Electrochemical
Impedance Spectroscopy.






LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS
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1 INTRODUCAO

A importancia do desenvolvimento de novos métodos e técnicas
analiticas para a determinacdo e quantificacdo de espécies de interesse
em determinado sistema, esta diretamente associada as necessidades de
monitoramento decorrentes do continuo progresso tecnoldgico. Métodos
analiticos classicos como espectrofotometria e cromatografia gasosa
possuem fundamental importancia como ferramentas analiticas de
monitoramento de diversos compostos, entretanto, ainda sdo métodos
economicamente dispendiosos, demorados e que exigem pré-tratamento
amostral (1).

Dentro desse contexto, surgem 0s biossensores, que S$do
dispositivos analiticos complementares a técnicas analiticas classicas
mais robustas, e que permitem um maior nimero de analises em menor
tempo, aumentando assim a confiabilidade nas informagoes.

Esses dispositivos tém atraido grande atencdo e crescentes
investimentos no mundo inteiro em diversas areas de pesquisa, uma vez
gue tém resposta rapida em tempo real, baixo custo de fabricacdo,
seletividade e boa reprodutibilidade, sendo utilizados em diagnéstico
médico, tecnologia de alimentos, processos industriais e monitoramento
ambiental, devido a suas vantagens frente a outros tipos de sensores (2).

Como defini¢do geral, biossensor é um dispositivo analitico que
consiste em confinar algum componente bioldgico conhecido, acoplado
a um dispositivo transdutor que converte uma determinada reacdo
bioquimica em um sinal elétrico amplificado (3).

Frente ao progresso tecnoldgico e industrial, surge a possibilidade
de desenvolvimento de novas arquiteturas na construcao de biossensores
mais eficientes. Diversos materiais nanoestruturados tém sido utilizados,
como nanotubos e nanoparticulas, associados ou ndo, assim como
técnicas que permitem a nanoestruturacdo espacial dos varios
componentes do biossensor, como deposic¢do por Langmuir-Blodgett (4)
e por LbL (do inglés layer-by-layer) (5). Além disso, os polimeros
condutores também vém sendo amplamente empregados na fabricacédo
de nanoestruturas com aplicagdo em biossensores, através de intmeras
técnicas de sintese (6). Devido a suas dimensdes e arranjo, essas
nanoestruturas possuem caracteristicas Gnicas, como 0 aumento da area
superficial do eletrodo e difusdo seletiva de analitos, que por sua vez
interferem diretamente nas caracteristicas analiticas do biossensor.

Este trabalho segue a mesma estratégia, pois tem como objetivo
principal a fabricagdo de plataformas nanoestruturadas adequadas para a
imobilizacdo de enzimas ou nanoparticulas, que resultem em
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dispositivos de alta sensibilidade, boa estabilidade e alto grau de
reprodutibilidade. Estas plataformas sdo desenvolvidas a partir da
técnica de litografia de nanoesferas associada a eletropolimerizagéo, que
permite, com facilidade, a obtencdo de nanoestruturas muito bem
ordenadas em grandes areas superficiais. Além disso, o controle estrito
da carga eletropolimerizada origina diferentes arquiteturas. Portanto,
além de buscar uma resposta otimizada do biossensor, pretende-se
também compreender de que forma a arquitetura do dispositivo afeta
suas propriedades. As estruturas obtidas sdo inéditas em relacdo a outras
plataformas utilizadas para a imobilizacdo de enzimas encontradas na
literatura e apresentam grande interesse cientifico e tecnoldgico, ja que
uma simples mudanca nessa geometria pode acarretar numa enorme
melhoria nas caracteristicas dos dispositivos analiticos utilizados como
biossensores.

Como parte da configuracdo desses dispositivos e com grande
importancia funcional encontra-se o polimero condutor polipirrol (PPy),
gue nos Ultimos anos tem sido amplamente empregado na construcédo de
biossensores na imobilizacdo de moléculas bioativas (7). Este polimero
propicia uma rapida transferéncia de elétrons, fator essencial na
construcdo de eficientes dispositivos biossensores. Além disso, a
estrutura quimica desse material é compativel com muitas das
substancias quimicas encontradas na natureza, o que facilita as
interacdes com micromoléculas bioldgicas.

O nosso grupo conta com grande experiéncia e dominio das
técnicas de litografia de nanoesferas e eletrodeposicdo para a
nanoestruturagdo dos mais diversos materiais, experiéncia esta, advinda
da produgéo de diversos trabalhos ao longo dos Gltimos anos (8) (9) (10)
(12).

Todo o processo de investigagdo e producdo desses eletrodos
envolve um regime interdisciplinar bastante amplo, desde a concepcéo
tedrica até sua materializacdo em laboratério, abordando diferentes
topicos de fisica, quimica, bioquimica e ciéncia dos materiais, uma vez
que o tema em questdo envolve a manipulacdo de diferentes compostos,
diferentes processos de fabricagéo e propriedades fisicas e quimicas.

O desenvolvimento e corpo deste trabalho contam com a
fabricacdo e estudo de dois dispositivos distintos, mas construidos, de
um modo geral, a partir de técnicas e estruturas semelhantes. Esses
dispositivos referem-se a um biossensor ndo enzimatico e um biossensor
enzimatico, ambos construidos a partir das mesmas estruturas
poliméricas de polipirrol. Como estratégia de organizagdo da tese,
optou-se por tratar os temas de forma conjunta nos capitulos iniciais de
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revisdo bibliografica e parte experimental. J& na apresentacdo dos
resultados, os dispositivos foram tratados separadamente, com exce¢do
aos aspectos comuns a ambos 0s biossensores.

Este trabalho se organiza basicamente em quatro partes. O primeiro
capitulo introduz os conceitos que posteriormente serdo abordados ou
utilizados no desenvolvimento do trabalho, assim como uma revisédo do
estagio atual da &rea de biossensores nanoestruturados.

Na sequéncia, apresenta-se uma descri¢cdo detalhada de todos os
procedimentos experimentais adotados, partindo da fabricacdo das
mascaras coloidais, eletropolimerizacdo do PPy, remocéao das esferas de
poliestireno, imobilizagdo das nanoparticulas de platina e da enzima
tirosinase, culminando com a descri¢do das técnicas amperométricas
utilizadas nas medidas de resposta do sensor, além de todas as outras
técnicas utilizadas na caracterizacdo morfolégica e elétrica dos
eletrodos.

Por fim serdo apresentados os resultados obtidos em cada uma das
etapas para a desenvolvimento dos biossensores propostos, desde 0s
pardmetros de fabricacdo das méscaras coloidais, eletropolimerizagéo do
PPy nas mascaras de poliestireno e obtencdo das plataformas
poliméricas, assim como sua caracterizacdo elétrica. Referente as
respostas amperométricas, os resultados para as diferentes geometrias
estudadas, como sensibilidade, linearidade e tempo de resposta, sdo
apresentados de forma independente para os dois biossensores em
questéo.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA E ASPECTOS TEORICOS
2.1 BIOSSENSORES

A revisdo bibliografica que se segue relaciona os diversos
aspectos dos biossensores construidos a partir de polimeros condutores e
baseou-se, principalmente, nos trabalhos de Gerard et al. (7)
(Application of conducting polymers to biosensors), Ahuja et al. (12)
(Biomolecular immobilization on conducting polymers for biosensing
applications) e Singh et al. (13) (Polypyrrole based amperometric
glucose biosensors), além de outros trabalhos, que possuem relevancia
para esta tese e serdo igualmente citados.

2.1.1 Conceito

O biossensor é definido como um dispositivo analitico que
possui um componente biocatalitico ativo, acoplado a um transdutor,
que tem por finalidade converter algum complexo parametro bioquimico
em um sinal elétrico amplificado (12) (3) (14).

O sinal elétrico registrado é proporcional & concentracdo do
especifico componente quimico (analito) ou conjunto de componentes
presentes no elemento de analise (7).

. A . Transdutor
> |
‘Analit’ Sinal Ginica
® Ao
v .. A Rece

Figura 1: Configuragdo bésica de um biossensor simples.

Para a construcdo de biossensores faz-se uso de sistemas
biologicos em diferentes niveis de integracdo, a fim de reconhecer e
detectar alguma substdncia que se deseja determinar, sendo que o
componente bioldgico utilizado pode ser composto por enzimas,
organelas, tecido animal ou vegetal, antigenos ou anticorpos, acidos
nucléicos, lectina, apoenzimas, entre outros (13) (15).
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O primeiro passo nesta integracdo € a formacdo de um
complexo especifico da substancia biologicamente ativa imobilizada (B)
com o analito (A), e a formacdo do produto (P), ou seja, consumo do
analito e formacdo do produto, como estdo representados na eq. 1:

A+B < AB—> P+B )

As mudancas fisico-quimicas causadas pela formacdo do
complexo como, por exemplo, mudanga na espessura da camada idnica
no eletrodo, indice de refracdo, absor¢do e emissdo de luz e carga
elétrica podem ser indicados por meio de sensores eletroquimicos,
optoeletrénicos, térmicos e piezoelétricos (15).

Considerando a arquitetura e fungéo dos biossensores, pode-se
tracar a seguinte sequéncia de processos, que tomam lugar a partir de
Sua construcéo:

a) Reconhecimento especifico do analito;

b) Transdugdo do efeito fisico-quimico causado pela interacéo
com o componente biolégico em um sinal elétrico;

c) Amplificagdo e processamento do sinal.

Esses dispositivos analiticos sdo em geral especificos, rapidos e
faceis de operar, além de poderem ser facilmente fabricados sem a
necessidade de um pré-tratamento da amostra (7). Além do mais, ainda
sdo considerados como maiores atributos de um biossensor,
caracteristicas que explicam sua grande aplicacdo no mercado, a
especificidade, portabilidade, rapido tempo de resposta, possibilidade de
operacdo em solugdes opticamente opacas, analise em tempo real sem
pré-tratamento e facilidade de uso, o que leva a uma ampla gama de
aplicacdes em diversas areas, como diagndstico médico (16) (17) (18),
monitoramento ambiental (19) (20), seguranca alimentar (21) (22),
processos industriais (23), entre inimeros outros.

2.2 TRANSDUTORES

O componente biolégico de um biossensor tem a funcéo
especifica de reconhecer o analito em questdo, e a mudanca bioquimica
gue resulta dessa interacdo € indicada por um componente chamado de
transdutor, que é a peca chave do biossensor, pois é quem ira converter
algum complexo parametro bioquimico em um sinal elétrico conhecido.
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2.2.1 Tipos de Transdutores

Dependendo do tipo de sistema bioldgico e da natureza da
interacdo bioquimica com que se esteja lidando, existe algum sistema
apropriado de transducdo que pode ser adaptado a um determinado
sensor, sendo que eles podem ser divididos em eletroquimicos,
termométricos (24) (25), opticos (26) e piezoelétricos (27). A seguir
serdo detalhados esses diversos tipos de transdutores.

Transdutores J

Eletroquimicos:
Amperométricos
Potenciométricos
Condutimétricos
Impedimétricos

Piezoelétricos

Termométricos

Figura 2: Classificacdo dos transdutores.

2.2.1.1 Eletroquimicos

A classe de transdutores com indicacdo eletroquimica é com
certeza a mais difundida e utilizada para a construcdo de biossensores
com as mais diversas funcionalidades, prevalecendo sobre quaisquer
outros métodos de transducdo conhecidos (13).

Dentro dessa classe de transdutores encontram-se 0S
amperomeétricos (28) (29) e potenciométricos (30) (31), que possuem
ampla literatura e sdo muito conhecidos, além de também possuirem
grande apelo comercial. Ainda dentro dessa classe, também s&o
encontrados os transdutores condutimétricos (32) (33) que ainda séo
pouco difundidos, entretanto, possuem em seu favor algumas qualidades
como, a facilidade de preparacéo e uso (15).

A seguir sera feita uma abordagem mais profunda sobre os
fundamentos, caracteristicas e propriedades de cada um desses
transdutores, observando as especificidades e aplicacdes, bem como as
vantagens e desvantagens de cada um deles.
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2.2.1.1.1  Amperométricos

O principio de funcionamento dos transdutores amperométricos,
certamente os mais utilizados na aplicacdo em biossensores, refere-se
basicamente a deteccdo da corrente que é drenada pelo eletrodo de
trabalho quando algum potencial constante é aplicado. As medidas sao
referentes & corrente produzida devido a oxidacdo ou redugdo de algum
produto conhecido, quando submetido a um potencial.

Esse tipo de sensor tem, entre suas principais qualidades, o
rapido tempo de resposta na deteccdo e a boa sensibilidade. Entretanto,
sua seletividade fica um pouco aquém das expectativas, fato que deve
ser compensado na preparagdo do eletrodo de forma a evitar que a
excelente especificidade do componente bioldgico seja prejudicada.

O fator mais importante que caracteriza esse tipo de transdutor é
a transferéncia de elétrons entre a molécula biocatalitica, geralmente
oxidases ou dehidrogenases, e a superficie do eletrodo, que na maioria
das vezes é um mediador ou um polimero condutor (7).

Independente da grande difusdo e uso de polimeros condutores
como mediadores no processo de deteccdo amperométrica, 0s
fendmenos envolvidos ainda ndo sdo completamente compreendidos e
explicados atualmente, e muitas vezes esses polimeros, que sdo usados
para a imobilizagdo das enzimas, podem afetar significantemente a
resposta sensitiva dos biossensores para certas espécies utilizadas.

Devido a um aumento do sobrepotential, ou seja, um
deslocamento do potencial redox, a taxa do processo de transferéncia de
carga é aumentada, de modo a modificar a taxa do processo global, a
fim de que este seja controlado pela transferéncia de massa (15). Sob
essas condicOes a corrente de difusdo Iy é proporcional a concentracéo
da substancia que se quer determinar, Sy, e pode ser representada pela
eq. 2:

| nAF DS, )
1T

onde ¢ é a espessura da camada de difusdo (sendo constante
para um dado valor de conveccdo), Ds é o coeficiente de difusdo, A €
area da superficie do eletrodo, n é o nimero de elétrons trocados e F é a
constante de Faraday.

Na Figura 3 é possivel observar um esquema que ilustra a
transferéncia de carga de um tipico transdutor amperométrico.

27



Eletrodo Eletrodo
Substrato

Produto

Transferéncia de elétrons ——— Corrente
Figura 3: Mecanismo de transducdo amperométrica.
2.2.1.1.2 Potenciométricos

Os transdutores potenciométricos detectam as variagdes no
potencial através de alguma membrana localizada na superficie do
eletrodo, quando esta entra em contato com ions especificos. A variacdo
desses potenciais, de acordo com a concentragdo de determinados
analitos, € viabilizada pelo uso de eletrodos ions-seletivos que
funcionam como transdutores fisicos.

Geralmente 0s hiossensores potenciométricos sdo utilizados
juntamente com polimeros condutores, fazendo uso da sensibilidade
desses polimeros em relacdo ao pH das solucbes analisadas (7).

Para biossensores que possuem tempo de resposta muito lento, a
variagdo do potencial, em relacdo aos valores do potencial no estado
estacionario, pode ser considerada como um sinal analitico, que é
utilizado na quantificacéo do substrato. Dentre suas principais vantagens
é possivel citar a alta seletividade e o grande intervalo dindmico (7).

Na Figura 4, podemos encontrar uma ilustracdo que representa
0 acUmulo de carga na superficie do eletrodo (na membrana) e a
consequente varia¢do do potencial.

Anion

Membrana semipermeéavel <+> @ Cation
e

@

etrodo Eletro

Acumulo de carga ——» Potencial

Figura 4: Mecanismo de transdugao potenciométrica.
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2.2.1.1.3 Condutimétricos

Transdutores condutimétricos detectam as variagbes na
condutancia do componente biolégico entre um par de eletrodos
metalicos, como resultado de alguma reagdo bioquimica.

Os métodos condutimétricos utilizam-se de correntes néo
faradaicas, ou seja, uma corrente alternada de baixa amplitude e
determinada frequéncia é utilizada. O sinal que é medido reflete a
migracdo de todos os ions na solugdo e s6 pode ser usado em amostras
gue possuam condutividade idéntica (15).

Na Figura 5 podemos observar a migragdo dos ions na solugéo,
que geram determinada resisténcia na difusdo e, por conseguinte,
variacdo na condutividade.

Eletrodo Eletrodo

+ 4—.—»

Migracdo de ions ——— Resisténcia

Figura 5: Mecanismo de transdugao condutimétrica.

2.2.1.2 Termométricos

Transdutores térmicos sdo aqueles que medem a variagcdo na
temperatura da solucdo, em relacdo a alguma reacdo especifica que
esteja ocorrendo. O principio basico por tras desse transdutor é que, toda
reacdo bioquimica envolve uma variacdo na entalpia que é proporcional
a variaco de temperatura e sera detectada pelo biossensor (7) (15).

A magnitude do sinal de medida AT, resulta da variacdo da
entalpia 4H e do calor especifico ¢, do dispositivo, e é representado
guantitativamente pela seguinte expressao:

_nan @)

AT

tp

onde n é o nimero de moles do analito.
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2.2.1.3  Opticos

Os transdutores Opticos medem as radiacdes eletromagnéticas,
absorvidas ou emitidas, pelo produto de complexas reacdes bioquimicas
gue ocorrem no ambiente analisado.

2.2.1.4 Piezoelétricos

Esse tipo de transdutor tem como base gerar dipolos elétricos,
sujeitando um cristal natural anisotropico ao stress mecanico. Se o
eletrodo incorporar (adsorver) alguma quantia do analito, a massa do
cristal é incrementada, resultando numa alteracdo na frequéncia de
oscilacdo do cristal.

2.3 BIOSSENSORES NAO ENZIMATICOS DE PEROXIDO DE
HIDROGENIO

O peréxido de hidrogénio é um composto comumente encontrado
na natureza e que possui grande importancia clinica, farmacéutica,
ambiental, entre outros. Em organismos vivos 0 H,0, desempenha um
papel fundamental na sinalizacdo de diversos processos biolégicos,
aparecendo como subproduto de diversas reacBes bioquimicas
catalisadas por enzimas como glucose oxidase (GOXx), alcool oxidase
(AlOx), lactato-oxidase (LOX), colesterol oxidase (ChoOx), lisina
oxidase (LyOx), oxalato oxidase (OxaOx) e outra moléculas bioativas.

Devido a grande incidéncia de perdxido de hidrogénio em
sistemas bioldgicos, como subproduto de diversas reacfes enzimaticas,
0 interesse no desenvolvimento de sensores de perdxido de hidrogénio
nos ultimos anos vem crescendo de forma acelerada. Sua identificacéo e
quantificacdo podem ser utilizadas para analisar o progresso de
determinadas reacdes biogquimicas.

Para a determinagdo de H,0, podem usadas moléculas bioativas,
como enzimas, por exemplo. Entretanto, a utilidade de um sensor
enzimatico é limitada pela perda gradual de atividade enzimatica (34)
(35). A falta de estabilidade a longo prazo, resultante da lixiviagdo da
enzima devido a ligagdes fracas ou dissolugdo durante o uso, além da
natureza intrinseca da enzima, fazem com que novas estratégias de
detecgdo sejam desenvolvidas.

Em vista disso, surgem os biossensores ndo enzimaticos, que
possuem a vantagem de contornar esses problemas de estabilidade
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referentes a enzima, e mesmo assim cumprir seu papel na deteccdo de
peroxido de hidrogénio.

Na construcdo de sensores ndo enzimaticos sdo utilizados em
geral materiais que possuem propriedades cataliticas para a reacdo de
reducdo do H,0,. Dentre esses materiais, € possivel citar nanoparticulas
de metais de transicao (platina (Pt), paladio (Pd), cobre (Cu), iridio (Ir),
ferro (Fe), etc.), azul da Prissia, nanotubos de carbono, entre outros
(36). Dentre as principais atribuicdes desses materiais, encontra-se a
grande relacdo de area/volume, excelente condutividade e extraordinaria
atividade eletrocatalitica (37) (38).

2.4  BIOSSENSORES DE COMPOSTOS FENOLICOS

Uma area de grande importancia econdémica e ambiental reside no
desenvolvimento de biossensores utilizados para a deteccdo de
compostos fendlicos (39), ja que um consideravel nimero de poluentes
presentes no meio ambiente possui estrutura fenolica.

Esses compostos sdo largamente encontrados na natureza como
componentes naturais da madeira, sendo responsaveis pelas
propriedades organolépticas de muitas frutas e flores, e influenciando
em muitos casos a qualidade dos alimentos, principalmente sucos e
bebidas alcodlicas.

Fendis e seus derivados sdo conhecidos por sua consideravel
toxicidade e persisténcia no ambiente, sendo comumente encontrados
em efluentes industriais como consequéncia de atividades de producéo
industrial (40). Esses compostos afetam o gosto e cheiro de aguas
potaveis e podem contaminar peixes e plantas mesmo em baixas
concentracdes, devido a facilidade com que penetram na pele e em
membranas celulares (40) (41). Em vista disso, podemos encontrar esses
componentes catalogados na lista de substancia perigosas e poluentes
prioritarios da Comissdo Europeia (42) e da Agéncia de Protecéo
Ambiental Americana (43).

Dentro desse contexto, torna-se  imprescindivel um
monitoramento continuo dos cursos de aguas naturais e dos inimeros
efluentes industriais existentes. Entretanto, a maioria das técnicas
empregadas nesse monitoramento ainda é muito dispendiosa em termos
de tempo e custos. Essa necessidade de métodos alternativos mais
versateis, rapidos e baratos para a determinacdo analitica de poluentes
gera grandes expectativas em relacdo aos biossensores, ilustrando sua
importancia como ferramenta para suplementar outras técnicas
analiticas.
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Biossensores desse tipo podem possuir diversos arranjos, além de
utilizar uma grande variedade de componentes biocataliticos (enzimas,
anticorpos, microorganismos, etc.). Na maior parte dos casos esses
componentes biologicos sdo compostos por enzimas, e dentre elas
encontra-se a tirosinase (Ty), que possui 0 papel de catalisar a reacdo
com compostos fendlicos, como por exemplo, catecol, resorcinol,
hidroguinona, entre outros, todos formados basicamente por um anel
aromatico como cadeia principal com uma ou mais hidroxilas ligadas a
ele (radicais), como € possivel observar na Figura 6.

0 0" 0. 0.

- fenal carmum -1 2-diidrdxi benzeno - 1 3-diidrdxi benzeno -1 4-diidrdxi benzeno
- acido fénico - orto-diidréxi benzeno - meta-diidréx benzeno - para-didrdxi benzeno
- hidraxi benzeno - catecol - resorcinol - hidroguinona
- pirocatecol
CH, CH, CH
CH,
OH
OH OH

- 2-hidrdxi tolueno - 3-hidrdxi tolueno - 4-hidrdxi tolueno - o.- naftal

- orte-hidrdyd tolueno - meta-hidrdxi tolueno - para-hidrdxitolueno - o -hidrdxi naftaleno

- orte-cresol - reta-cresol - para-cresol

Figura 6: Diferentes espécies de compostos fenélicos.

2.4.1 Tirosinase

Atualmente mais de 3000 enzimas sdo conhecidas e agrupadas
em seis classes, de acordo com o tipo de reacdo que é catalisada.
Entretanto, somente um ndmero limitado de enzimas é utilizado para
propostas analiticas em sensores (15). As classes nas quais essas
enzimas sao classificadas s@o as seguintes: oxidoredutases, transferases,
hidrolases, liases, isomerases e ligases.
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Classe | Nome Funcéo
. Catalisam reacOes de oxirreducdo. Transferem elétrons,
1 Oxidoredutases | - , -
hidretos (H) ou prétons (H").
2 Transferases Transferem grupos quimicos entre moléculas.
. Utilizam a agua como receptor de grupos funcionais de
3 Hidrolases ag P grup
outras moléculas.
4 Liases Formam ou destroem ligagdes duplas, respectivamente
retirando ou adicionando grupos funcionais.
5 Isomerases Transformam uma molécula num isémero.
. Formam ligagBes quimicas por rea¢fes de condensagdo,
6 Ligases - :
consumindo energia sob a forma de ATP.

Tabela 1: Diferentes classes de enzimas.

A tirosinase faz parte da classe das oxidoredutases, que sdo as
enzimas que catalisam as reacOes de oxidacdo e reducdo por
transferéncia de hidrogénio ou elétrons (44). Ainda dentro dessa classe é
possivel observar uma subdivisdo para as enzimas que apresentam
importancia analitica, sendo elas as dehidrogenases, oxidases,
peroxidases e oxigenases. No caso da tirosinase, que faz parte das
enzimas do tipo oxidases, a mesma atua em doadores pareados com
incorporacdo de oxigénio molecular. Num caso especifico, elas séo
responsaveis por catalisar, por exemplo, a reacdo com o catecol, onde os
hidrogénios removidos do analito se combinam com o oxigénio
molecular para formar agua (44).

A tirosinase (EC 1.14.18.1) é extraida a partir de cogumelos.
Trata-se de uma enzima tetramérica oxidoredutase com dois sitios ativos
por molécula para substratos aromaticos, sendo cada um desses sitios
constituidos de dois atomos de cobre coordenados com histidinas, que é
0 centro redox envolvido na transferéncia de elétrons, ou seja, o
responsavel pelas propriedades de redox da enzima (45).
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Figura 7: Estrutura molecular e sitios ativos da enzima tirosinase (126).

A tirosinase possui massa molecular de aproximadamente 55
kDa (unidades de massa atbmica) em condi¢bes naturais, sendo sua
densidade da ordem de 1,37 g/lcm® (46). Considerando esses valores e
assumindo que a enzima possua simetria esférica, é possivel estimar o
volume e, consequentemente, o raio de uma tirosinase isolada, que é da
ordem de 2,5 nm.

2.4.2  Principio de funcionamento

Como citado anteriormente, as enzimas do tipo oxidase sdo
caracterizadas por catalisar a transferéncia de hidrogénio do analito para
0 oxigénio molecular, sendo dessa forma, possivel observar que, como
subproduto da reacdo havera a producao de agua (47).

OH 0
OH o]
+ 1/202 Tirosinase + H,0 (4)

catecol o-quinona

Analisando a eq. 4 é possivel observar que o catecol atua como
um analito suicida para a tirosinase, culminando numa inativacdo da
enzima durante a oxidacdo (48). O catecol, também conhecido como
pirocatecol ou 1,2-dihidroxibenzeno, é um composto orgénico com a
formula molecular CgH4(OH),. Ele é o ortoisdmero dos trés
benzenodidis isoméricos Figura 8.
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Figura 8: Principais padrdes de substituigdo de arenos e os trés
benzenodidis isoméricos.
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A tirosinase exibe atividade oxidase (difenolase) para o-difenois
gue sdo convertidos a o-quinonas. Nesse processo 0 o-difenol é oxidado
a sua correspondente o-quinona (a atividade difenolase da enzima),
enquanto que a enzima é oxidada de volta a sua forma nativa pelo

oxigénio.

A reacdo representada pela eq. 4 ocorre via trés estados,
relacionados com os estados de oxidacdo dos centros ativos (ions de
cobre) da enzima chamados Egy (Cu?*-0,-Cu?*), Emet (CU?*-OH™-Cu®") e
Eqx (Cu™-Cu®). O ciclo catalitico da tirosinase est4 representado na
Figura 9 e pode ser representado pelas eqg. 5, 6 e 7 (39). Ele ilustra a
participacdo dos ions de cobre na transferéncia de elétrons e a reducéo
do oxigénio até a formacédo da &gua (49).

(Cu, — 0,7)

Y
“H,0

. ~>Catecol

Tirosinase

FL'\.*- Elr."
(Cu,™) (Cu*)

o-Ouinona  Catecol

T

(sinal de redugdo)

e His
N
N ey cu? —N™ Ene
His NS NG
N 0 N
N N
His ™~ a2 a2 His
N cu™” ----- cu™ ——N Emnet
NHE / \\ NHE
NHB NHi:
N —® ----- o’ —nN™ Ill
NHis/ \\ e

Figura 9: Mecanismo de deteccéo de catecol através da enzima tirosinase
(a esquerda) e os estados dos sitios ativos da enzima durante o processo

(a direita).
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tirosinase .t (Cu,*’) + catecol —  tirosinaseyy, (Cu,”*) + o-quinona + 2H* (%)
A 2+ - 4 2- (6)
tirosinasegey (Cu;” )+ 0, —» tirosinasey, (Cuy ... 0;7)

tirosinasegy (Cu;™ ... 0,7) + catecol + 2H* ——  tirosinasene (Cu,™) + 0-quinona + H,0 (7)

Na auséncia de qualquer analito, mais de 80% da proteina esta no
estado Epet, que representa o estado de “repouso” da tirosinase. Nesse
estado os dois 4&tomos de cobre sdo ligados por ions hidroxila. O estado
Emet € convertido no estado Eqex por uma reducdo de dois elétrons no
qual o-quinonas sdo liberadas (Eq. 5).

A seguir o estado Egoy acrescenta reversivelmente O, levando ao
estado Ey, onde o oxigénio € ligado como um peroxido entre os atomos
de cobre (Eq. 6).

No estado enzimatico E,, o o-difenol (catecol) é oxidado a sua
correspondente o-quinona com a formacdo de H,O, enquanto que a
enzima volta ao estado E. (Eq. 7).

Parte da importancia analitica dos biossensores amperométricos
vem do fato desses dispositivos aperfeicoarem 0 processo de
determinacdo de compostos fendlicos, eliminando diversos problemas
gue surgem quando se faz uma oxidacdo eletroquimica direta desses
compostos.

Devido a um grande nimero de reacGes paralelas que podem
ocorrer na oxidacgdo direta desses compostos, pode haver um processo
de passivacdo da superficie do eletrodo, devido a formacdo de produtos
poliméricos. Outro problema atrelado a esse procedimento refere-se a
sobrevoltagem necessaria no processo, que intensifica de forma sensivel
o0 nivel de ruido da medida.

Podendo operar em potenciais proximos de 0 V, os biossensores
amperométricos reduzem de forma significativa a contribuicdo de
espécies interferentes na medida. A corrente medida nesse contexto é
aquela gerada pela reagdo de oxireducdo das espécies eletroativas
biocatalisadas pela enzima na superficie do eletrodo.

O processo bioquimico envolvido descreve reacdes que ocorrem
na interface eletrodo/eletrélito onde as moléculas da enzima (nesse caso
a tirosinase) imobilizadas na superficie do eletrodo, apds serem
oxidadas pelo oxigénio molecular, sdo reduzidas pelos compostos
fenolicos (catecol) presentes no eletrélito em questdo. Nessa etapa, 0
catecol é convertido basicamente em o-quinonas e/ou radicais livres que
podem ser facilmente reduzidos na superficie do eletrodo em potenciais
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préximos de zero, reduzindo dessa forma a influéncia de compostos
interferentes que aumentem o nivel de ruido na medida.

A corrente de reducdo detectada no eletrodo é proporcional a
concentracdo de catecol na solucéo, o que por sua vez possibilita extrair
informacOes qualitativas e quantitativas do sistema. Esse método de
deteccdo amperométrica, através dos subprodutos das reacOes
bioquimicas entre o biocomponente e o analito, além de serem simples
de construcdo e manuseio e baratos, evitam o acumulo de produtos
secundarios na superficie do eletrodo, que os tornam passivados e com
sua sensibilidade reduzida, além de que trabalham num intervalo de
potencial préximo de zero, 6timo para medidas eletroquimicas.

2.5 POLIMEROS CONDUTORES

Os materiais conhecidos como polimeros intrinsecamente
condutores, ou polimeros eletroativos conjugados, vém atraindo muita
atencdo devido a sua vasta gama de aplicacOes e suas interessantissimas
propriedades elétricas, eletrbnicas, magnéticas e Opticas (50), as quais
anteriormente s6 eram encontradas em sistemas inorganicos.

Eletronicamente, os polimeros condutores diferem de toda a
familia de semicondutores cristalinos inorganicos, como o silicio, em
dois importantes aspectos: polimeros sdo sélidos moleculares por
natureza e ndao possuem ordem de longo alcance. Suas propriedades
Unicas emergem do fato de possuirem uma conjugacéo z estendida ao
longo de sua estrutura, o que faz com que possuam grande interesse
tecnologico e cientifico (51).

Atualmente é possivel encontrar uma grande variedade de artigos
cientificos sobre polimeros condutores na literatura, sendo que muitos
deles tém sido amplamente empregados na construcdo de biossensores
na imobilizacéo de agentes biolégicos como enzimas. Dentro dessa nova
classe de polimeros pertencentes aos polienos e poliaromaticos, €
possivel identificar o polipirrol (PPy), polianilina (PANI), poliacetileno
(PA), polifenol (PP), politiofeno (PT), poli (p-fenileno) (PPP), poli (p-
fenileno vinileno) (PPV), entre outros (12) (13).

Na Figura 10 é possivel observar a estrutura quimica dos
principais polimeros condutores estudados atualmente na forma
reduzida e ndo dopada.
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Figura 10: Estrutura quimica dos principais polimeros condutores
estudados na forma reduzida e ndo dopada.

A base de muitas das aplicaces desses polimeros condutores
reside na notavel capacidade desses materiais alternarem estados
condutores oxidados (dopados, onde anions sdo incorporados) e
isolantes reduzidos (desdopados, polimero neutro), podendo apresentar
intervalo de condutividade tipica de um semicondutor até condutor.
Entre as principais aplicacbes € possivel ressaltar dispositivos
eletronicos,  telecomunicagdes,  sistemas de  armazenamento
eletroquimico, eletronica molecular e sensores (52) (53) (54) (55).

Dentre as diversas aplicacfes desses materiais, aquela que mais
interessa ao desenvolvimento desse trabalho esta relacionada com a
habilidade que os polimeros condutores possuem de transferir
eficientemente carga elétrica produzida por reacfes bioguimicas para
circuitos eletronicos (56). Essa propriedade, juntamente com a
possibilidade de imobilizar enzimas em filmes de polimero condutor,
esté no alicerce da fabricacéo de biossensores amperométricos.

25.1 Propriedades

As caracteristicas singulares dos polimeros condutores, como
suas propriedades eletrnicas, condutividade elétrica, energia dptica de
transicdo, baixo potencial de ionizagcdo e alta afinidade eletr6nica,
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devem-se a sua estrutura de elétrons = conjugada. Esses materiais muitas
vezes sdo chamados de “metais sintéticos” devido ao fato desses
polimeros organicos possuirem valores bastante altos de condutividade
elétrica e fazerem parte de uma classe de polimeros que possui
caracteristicas de semicondutores tipo-p (com lacuna de energia de 2,2
ev).

Os polimeros condutores possuem uma estrutura que é formada
basicamente por longas cadeias organicas com ligacdes simples (C-C) e
duplas (C=C) alternadas (Figura 10), que sdo conhecidas como sistemas
conjugados. Esse tipo de configuracdo decorre da hibridizacéo sp® dos
atomos de carbono (57), onde h& a formagéo de trés orbitais sp’ num
mesmo plano e um orbital p perpendicular a este plano (Figura 11) (11).

p orbital

sp? orbital /5113 orbital

sp? orbital

Figura 11: Representacéo dos orbitais do &tomo de carbono na
hibridizacéo sp2.

Nessa configuracdo, trés dos elétrons de valéncia do 4&tomo de
carbono ocupam os orbitais sp?, sobrepondo-se aos orbitais sp? dos
atomos vizinhos e formando ligacdes o com os mesmos. As ligagbes o
sdo caracterizadas por serem ligacdes quimicas fortes e unirem os
atomos de carbono na cadeia principal. O quarto elétron de valéncia do
atomo de carbono ocupa o orbital p, sendo que, dois orbitais p de
atomos de carbono vizinhos interagem entre si através de ligagdes =,
ligacGes mais fracas e espacialmente estendidas (58) (59).
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Figura 12: a) Esquema que representa as ligacdes ¢ e 7 entre dois
atomos de carbono e ilustra como a ligagcao 7 é espacialmente estendida.
b) Exemplo das ligagcdes 6 e = de uma molécula de etileno (C,H,). Nesse

caso o0s carbonos fazem duas ligacdes simples (6) com os &tomos de
hidrogénio e uma ligacéo dupla (¢ e &) com o outro atomo de carbono.

As ligacGes simples sdo formadas basicamente por ligaches o,
ao passo que as ligacBes duplas dos atomos de carbono sdo uma
combinacdo de ligagBes o e = (Figura 12), onde um dos elétrons da
ligacdo dupla é compartilhado por dois atomos e fica parcialmente
deslocalizado na cadeia polimérica.

As ligacdes simples e duplas diferem também em seu tamanho,
ja que os atomos de carbono ligados por uma ligagdo simples estdo mais
afastados que aqueles ligados por ligagbes duplas, o que faz com que os
elétrons deslocalizados na ligacdo = ndo fiquem totalmente livres para se
mover na cadeia polimérica (60) Dessa forma, a estrutura conjugada dos
polimeros condutores impede, em principio, a conducéo eletronica. Para
gue esse tipo de material efetivamente obtenha carater condutor é
necessario que haja uma variacdo parcial de cargas, que depende do
nivel de dopagem do polimero.

A importéncia da ligagdo = nesses materiais reside no fato de
originar orbitais moleculares ocupados = e vazios z* denominados
HOMO (highest occupied molecular orbital) e LUMO (lowest
unoccupied molecular orbital), respectivamente, e analogos as
conhecidas bandas de valéncia (BV) e de conducdo (BC) dos
semicondutores inorganicos (61) (62). A diferenca de energia entre
HOMO e LUMO, chamada gap =n- =* determina as propriedades
elétricas dos polimeros conjugados, sendo que em sua forma ndo dopada
essa energia € maior que 1,5 eV. Nesse caso 0s polimeros sédo
intrinsecamente isolantes ou semicondutores.

Devido ao fato das ligagdes = possuirem baixo potencial de
ionizacdo, os elétrons desses orbitais sdo fracamente ligados e podem
ser facilmente removidos do orbital = (oxidacdo polimérica), ou
adicionados ao orbital z* (reducdo polimérica), sem comprometer as
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ligagdes o, que possuem a funcdo de unir os mondmeros na cadeia
principal.

A remocdo ou adicdo de elétrons torna o polimero
positivamente ou negativamente carregado, respectivamente, tornando-
se necessaria a introducdo de um anion ou cation no sistema, de forma
gue seja mantida a neutralidade de cargas. Esse processo € conhecido
como dopagem, e aos ions incorporados no sistema, é dado o nome de
dopantes, que podem ser agentes oxidantes (dopagem tipo-p) ou agentes
redutores (dopagem tipo-n) (62).

Existem algumas diferencas relevantes entre 0s processos de
dopagem polimérica e dos semicondutores inorganicos que devem ser
consideradas. No caso da dopagem de um polimero os dopantes (que
podem chegar a 50% em massa (63)) sdo introduzidos nas vizinhangas
da cadeia polimérica, enquanto que no caso dos semicondutores
inorganicos, as “impurezas” (da ordem de parte por milhdo - ppm) sédo
introduzidas nas préprias cadeias, sendo que em ambos 0S casos a
estrutura do material ndo se altera.

A condutividade dos polimeros condutores pode ser estudada
com base no modelo tedrico desenvolvido por Brédas e Street. Esse
modelo serd discutido a seguir considerando o comportamento do
polimero condutor polipirrol (PPy) (62).

Como pode ser observado na Figura 13, o PPy na forma neutra
possui uma estrutura aromatica, ao passo que, na forma ionizada sua
estrutura estd na forma quinoide.
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\“H/N‘/ /4N\ \/N}/( /\}\ N / : \ /NVQ\'
) ; )_\| \ /

H
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Forma quindide

Figura 13: Estrutura do polipirrol (PPy) em seu estado: a) neutro
(forma aromatica), b) oxidado, com a formacao de polaron e
conseqiiente deformacao local (forma quinoide) e c) com maior
nivel de oxidacao e formacao do bipolaron (forma quindide).
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Com a saida de um elétron do polimero (oxidagdo da cadeia
polimérica), ha o surgimento de uma vacancia em sua estrutura, que leva
inicialmente a formagdo de um radical catibnico. Entretanto, como o
movimento dessa vacancia esta limitado a apenas algumas cadeias do
mondmero, aproximadamente quatro anéis pirrolicos (Figura 13), ocorre
uma deformacéo local devido ao surgimento do radical catidnico que é
denominado polaron, que estabiliza-se polarizando o meio ao seu redor
(deformacéo da rede). Esse polaron possui valor de spin igual a % e
leva, consequentemente, ao surgimento de estados eletrdnicos dentro do
gap de energia (8).

O fato de aumentarmos a dopagem do sistema resulta num
nimero maior de elétrons arrancados em regibes distintas e, por
conseguinte, a criacdo de mais polarons, ou ainda, o elétron
desemparelhado devido a criacdo do primeiro polaron pode ser
removido. Nesse tipo de sistema podem surgir novos niveis de energia
no meio da banda proibida, o que resulta no chamado dication ou
bipolaron. O bipolaron é definido como um par de cargas iguais
associado a uma forte distor¢do da rede local, que possui spin igual a
zero. O sistema, quando fortemente dopado, tém seus niveis
sobrepostos, formando bandas estreitas dentro do gap, denominadas
bandas bipolarénicas (Figura 14).

LUMO LUMO LUMO LUMO
0,53 eV 0,79 8V
I 039 ¢V
3 2 f T3 *
o™ o w
¥
o o | 045 eV
T 0,48 6V 075 eV
. HOMO. - HOMO: H{_;f.l\:[(]._. SR
a) b) ) d)

Figura 14: Evolucao das bandas de energia do PPy com a variagdo do nivel de
dopagem: a) polimero neutro, b) polimero fracamente dopado (formacao de
polaron), ¢) polimero com médio nivel de dopagem (formagcao do bipolaron) e
d) polimero fortemente dopado, acima de 30% em massa (formacéo de bandas
bipolarénicas).
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A energia gasta para a formagdo de dois polarons é
praticamente a mesma para se ter um bipolaron. Entretanto, o bipolaron
tem a vantagem de ser termodinamicamente mais estavel, devido a
diminuicdo no valor da energia de ionizacdo do polimero.

A notdvel capacidade desses materiais alternarem estados
condutores e isolantes por meio de processos eletroquimicos representa
uma grande vantagem e a base para muitas de suas aplicaces. No caso
do PPy, o processo de oxidacdo € atingido quando ha a introducdo de
anions, que podem ser, entre outros, de CIO, CI' ou
dodecilbenzenossulfonato (DBSA) e o polimero torna-se condutor.
Dessa forma, elétrons sdo retirados, deixando-o positivamente
carregado, sendo que 0 anion se incorpora ao material atingindo a
neutralidade de cargas (8).

2.5.2  Eletropolimerizacio

Uma das principais vantagens da eletropolimerizacéo frente a
outras técnicas de sintese do PPy reside no fato de que, na primeira, ha
um maior controle dos parametros de producdo do polimero, sendo
possivel controlar precisamente a espessura dos filmes depositados.
Nesse processo, 0 polimero é oxidado devido a um potencial aplicado na
célula eletroquimica, sendo que os contra-ions sdo incorporados
(dopagem) para neutralizar a carga.

E possivel encontrar na literatura diversos mecanismos que tém
sido propostos para a polimerizacdo de mondmero pirrol, sendo o mais
provavel a formacdo de um radical catidnico, acoplamento do radical e
deprotonacgdo (64) (65) (66). Esse mecanismo de eletropolimerizacéo é
conhecido como mecanismo de Diaz, sendo ele 0 mais comentado na
literatura.

O polipirrol é preparado por oxidagdo anddica do mondmero
para potenciais especificos. O processo de polimerizagdo eletroquimica
do mondmero leva a formacdo do PPy dopado, de acordo com o
esquema que esta representado abaixo:
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Figura 15: Processo de polimerizagéo eletroquimica do monémero
pirrol e a posterior formacéo de PPy dopado.

Como se observa no esquema representado pela Figura 15,
primeiramente 0 mondmero de pirrol é oxidado na superficie do
eletrodo, culminando entdo na formagdo de um radical catibnico
extremamente reativo (67). Devido ao potencial aplicado, praticamente
todos os mondmeros perto do eletrodo sdo oxidados, resultando numa
alta concentracdo de radicais catibnicos. Em seguida, esse radical pode
reagir com outro radical catibnico monomérico, um radical catiénico
oligomérico ou um mondmero neutro, para formar um radical catidnico
dimérico ou dimero dicatibnico.

A partir desse ponto, devido a uma transferéncia de carga, o
dimero catidnico perde dois protons (H") das posicdes 2 e 5 dos anéis
pirrélicos para formar dimeros ou oligdbmeros (etapa de estabilizacao),
0s quais sdo predominantemente um acoplamento a-a.’ (situacdo onde a
conjugacdo entre as ligagdes simples e duplas € maximizada).

Os oligdbmeros e dimeros formados tém um potencial de
oxidacdo menor que os proprios mondmeros, de forma que, nessa etapa,
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a oxidagdo ocorre preferencialmente no dimero, indicando que a
formacdo do PPy envolve um passo de nucleacdo e a formacdo do
polimero leva a uma propagacdo em cadeia, culminando na precipitacdo
do polimero policationico na superficie do eletrodo.

Essa deposicdo do polimero condutor na superficie do eletrodo
ocorre somente quando as cadeias poliméricas se tornam “pesadas
demais” e superam o limite de solubilidade especifica do polimero no
meio eletrolitico (64) (68) (69) (70) (71). A cadeia polimérica final ndo
se encontra na forma neutra, pois ela ndo passa pelo estagio de liberacdo
de prétons, e por isso é positivamente carregada (polication). Nessa
configuragdo, uma unidade de carga positiva € distribuida para cada 3 ou
5 unidades de pirrol, sendo contrabalanceada pela incorporacdo de um
anion presente no eletrdlito, que é a chamada dopagem polimérica.

A eficiéncia da eletropolimerizacdo do pirrol pode ser
determinada por analises conjuntas de coulometria (onde o nimero de
elétrons envolvidos na reacdo é determinado) e perfilometria (que
fornece informagles referentes a espessura do depoésito). Durante a
eletropolimerizacdo do pirrol, dois elétrons e dois &tomos de hidrogénio
sdo liberados para cada unidade de pirrol formar as ligagdes C — C nas
posicdes 2 e 5 do anel pirrolico (67). A eficiéncia da eletropolimerizacdo
anodica pode ser estimada a partir da seguinte relacéo.

Mexp (8)

1 Mteo
onde # é a eficiéncia da eletropolimerizagdo, 7z, esta relacionado com
a massa de polipirrol eletropolimerizada no processo e medida
experimentalmente, e 7z, a massa prevista teoricamente.

O numero de elétrons envolvidos na eletropolimerizagdo é
registrado na forma de corrente elétrica em funcdo do tempo.
Calculando a area sobre a curva, por integracdo, é possivel obter a carga
total depositada. Sabendo o nimero de elétrons envolvidos, utiliza-se a
carga para encontrar um valor tedrico para o nimero de unidades
pirrolicas envolvidas no processo de eletropolimerizacdo. Isso é feito
usando a seguinte relacéo:

Q ©)

Meeo = 25 ¥ 1).F
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onde Q é a carga total representada por unidade de Coulomb (C), 6 é 0
numero de unidades pirrélicas por unidade de contra anion incorporado
no processo e F é a constante de Faraday representada por C/mol. O
valor 2 na eq. 9, refere-se ao fato de 2 elétrons serem transferidos para
cada unidade pirrélica incorporada no polimero. A unidade que é
somada no denominador refere-se ao fato de que os elétrons transferidos
para o eletrodo ndo sdo exclusivamente advindos da polimerizacdo do
pirrol, mas também da incorporacdo de um contra ion no polimero. O
numero de unidades de pirrol para cada contra ion incorporado pode ser
obtido a partir de analises elementares, sendo que, para 0 DBSA, esse
valor é de aproximadamente trés unidades de pirrol para cada contra ion
incorporado (Figura 16).

n

Figura 16: Proporcao unidade pirrdlica/contra ion incorporado
do eletrdlito de suporte.
R = Tolueno, dodecilbenzeno ou H.
X =3 parao DBSA e 5 para o H,SO,.

2.5.3 PPy e aplicacdo em biossensores

Na area de quimica analitica, o problema da seletividade em
baixissimas concentragdes do analito e a interferéncia de outras
substancias presentes na solugdo séo de extrema importancia (7). Dentro
desse contexto, os polimeros condutores tém sido utilizados com muito
sucesso como matrizes na imobilizacdo de diversas enzimas, sendo
aproveitados para aumentar a velocidade, sensibilidade, seletividade e
versatilidade dos biossensores, principalmente em diagndstico médico e
monitoramento ambiental (72).
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O polipirrol tem sido até 0 momento o polimero condutor mais
investigado e utilizado na construcdo de biossensores amperométricos
(13), fato este que se atribui as seguintes caracteristicas:

- Boa aderéncia do PPy em uma ampla gama de materiais, que
podem ser utilizados como eletrodos;

- A possibilidade de introducédo de grupos funcionais;

- Aumento da area superficial do eletrodo, devido a uma rede
polimérica ramificada;

- Habilidade de controlar as propriedades do filme de polimero
condutor, variando as condi¢Ges durante a polimerizagdo eletroquimica;

- Estabilidade em condi¢des ambiente;

- Possibilidade de preparacdo a partir de solugdes aquosas
neutras, fato que possibilita a imobilizacdo de um grande nimero de
enzimas sem comprometer sua atividade catalitica;

- O monbmero é facilmente oxidado, soltvel em &gua e tem boas
propriedades redox;

- Camadas de PPy previnem a lixiviacdo para fora da camada
biocatalitica;

- Condutividade que Ihe garante a fungdo de retransmissora de
elétrons.

Dentro desse contexto, é possivel encontrar na literatura inimeros
trabalhos que, além de utilizar o PPy como parte da configuracdo dos
eletrodos, ainda buscam explorar geometrias diferenciadas para a
otimizagdo dos parametros de detecgdo amperométrica.

Na Figura 17a, observa-se um eletrodo onde Tirosinase (Ty) foi
imobilizada em filmes de PPy, formados a partir da eletropolimerizagao
galvanostatica do mondmero sobre uma superficie de carbono vitreo
(73). Esse tipo de sensor apresentou boa linearidade para concentragdes
entre 5,6 e 74,3 mM, com sensibilidade de 70,2 mA.mM™ (Figura 17b)
e tempo de resposta entre 40 e 75 s.

Current ud)

3
(b) Time (Sec)

a)

Figura 17: Referéncia: Rajesh et al. Reactive & Functional Polymers 59
(2004) 163-169. a) Estrutura de PPy e Ty. b) Relacéo da corrente com
0s acréscimos de catecol.
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No proximo exemplo (Figura 18a e Figura 18b), sdo
apresentados microestruturas de PPy crescidas a partir de diversas
etapas eletroquimicas, sobre suportes de platina e aco inoxidavel (74).
Nesses eletrodos é imobilizada a enzima GOx, e medidas
amperométricas sdo realizadas para os sensores microestruturados e
compactos (Figura 18c e Figura 18d).

Os eletrodos microestruturados PPy/GOx apresentaram
linearidade que varia de 0 a 17 mM e tempo de resposta de 20 s. A
sensibilidade desses eletrodos é de aproximadamente 660 nA.mM™“cm?,
0 dobro da sensibilidade medida para eletrodos compactos.

H 1" "
Glatose Concentration (m

Figura 18: Referéncia: M. Ma et al. J. Appl. Polym. Sci. 98, (2005) 2550~
2554. a) Microestrutura de PPy e b) maior magnificagdo dessas estruturas.
c¢) Cronoamperometria tipica para esses eletrodos. d) Respostas
amperomeétricas para os eletrodos microestruturados de PPy/GOx/Pt (A),
PPy/GOx/Ago (B) e compactos de PPy/GOx/Pt (C), todos com GOX.

No exemplo a seguir, observa-se mais uma vez a utilizacdo de
nanotubos de carbono na fabricagéo dos eletrodos (75). Esses eletrodos
foram produzidos por sintese eletroquimica, onde o PPy foi
eletropolimerizado a partir de um eletrélito contendo nanotubos de
carbono, sobre um suporte de carbono vitreo.

Medidas foram realizadas para os eletrodos com e sem a enzima
GOx, para termos de comparagdo. As respostas amperométricas foram
otimizadas para os eletrodos de PPy/nanotubos de carbono/GOx, com
sensibilidade em relacéo a glicose da ordem de 95 nA.mM™, linearidade
acima de 4 mM e tempo de resposta em torno de 8 s.

g o) -(d)
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Figura 19: Referéncia: Y. C. Tsai et al. Biosensors and Bioelectronics
22 (2006) 495-500. a) Filme de PPy e b) PPy/Nanotubos de carbono,
ambos sobre um suporte de carbono vitreo. c) e d) respostas

amperomeétricas para adicoes de H202. 48



A nanoestrutura da Figura 20a foi obtida a partir de uma
membrana de alumina nanoporosa, onde foi incorporado PPy via
polimerizacdo eletroquimica (76). A imobilizacdo da enzima
(horseradish peroxidase) ocorre por drop coating da solugdo com a
enzima. A deteccdo de H,O, foi realizada para diferentes potenciais
aplicados e apresentou valores de sensibilidade bastante altos, entre 1 e
3,8 AM™.cm™. A regido linear do sensor fica entre 10 nM e 25 uM com
um tempo de resposta da ordem de 5 s.

Figura 20: Referéncia: E.M.I.M. Ekanayake et al. Sensors and Actuators
B 132 (2008) 166-171. a) Micrografias de um sensor de alumina/Pt/PPy.
b) Estrutura do PPy nanoporoso ap6s a remocao da alumina. c) e d)
Respostas amperométricas do sensor com a adi¢do de H,0,.

O préximo trabalho (Figura 21) apresenta um eletrodo
produzido por litografia tradicional, onde uma méscara foi colocada
sobre um polimero fotossensivel que em seguida é exposto a radiacdo
UV (77). Dessa forma ocorre a formacdo de diversos pilares de carbono
com diferentes alturas e espagamentos (da ordem de micrémetros). Os
pilares sdo entdo revestidos, via eletropolimerizacéo, com PPy e GOX.

As respostas amperométricas para a sensibilidade desses
eletrodos variam entre 1,02 e 2,02 A.M™.cm™. O tempo de resposta é de
aproximadamente 20 s com linearidade entre 0,5 e 20 mM.

Figura 21: Referéncia: H. Xu et al. Biosensors and Bioelectronics 23 (2008)
1637-1644. a) e c) microestruturas de carbono produzidas por litografia.
b) e d) As mesmas microestruturas de carbono com revestimento de PPy e
GOXx. e) e f) respostas amperométricas tipicas para esse eletrodo.
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O exemplo a seguir (Figura 22a) ilustra a eletropolimerizagdo do
PPy na presenca de Ty e nanotubos de carbono em carbono vitreo. No
decorrer do processo, 0 polimero incorpora a Ty e 0s nanotubos (78).
Das medidas amperométricas é possivel evidenciar a eficiéncia desses
eletrodos na deteccdo de dopamina (Figura 22b) e sua seletividade,
guando sdo acrescentadas quantidades de &cido ascorbico. A melhor
sensibilidade apresentada por esses eletrodos é de 467 mAM™cm?, com
tempo de resposta de 5 s e linearidade que prevalece até 50 mM.

b)

Oxidation current (A}

Time (sec)

Figura 22: Referéncia: K. Min et al. Talanta 80 (2009) 1007-1011. a)
Micrografia da superficie de um eletrodo de PPy/Nanotubos de carbono/Ty
e b) respostas amperométricas dos eletrodos de PPy/ Nanotubos de
carbono/Ty para acréscimos graduais de dopamina e acido ascérbico.

A Tabela 2 relaciona as caracteristicas dos diferentes
biossensores citados anteriormente, todos eles fabricados a partir de PPy
mas com diferentes geometrias e aplicagdes.

Tempo
. S de Linearidade
Estrutura Analito Sensibilidade resposta (mM) Ref.
()
Carbono Catecol )
vitreo/PPy /Ty p-chlorophenol 70,2 mMA.mM 40e75 5,6-74,3 (73)
Fenol
Microestruturas de . 42
PPy/GOX/Pt Glicose 660 NnA.mM™~.cm 20 0-17 (74)
PPy/nanotubos de . 1 .
carbono/GOx Glicose 95 nA.mM 8 acima de 4 (75)
PUPPy 12 10x10%e
Nanoporoso H,0, le38AM™cm 5 25 % 10 (76)
Pilares de - 4 2
carbono/PPy/GOX Glicose 1,02e2,02 AM™.cm 20 05e20 77)
PPy/Nanotubos de Dopamina a2 .
carbono/Ty Acido ascérbico 467 mAM"cm 5 até 50 (78)

Tabela 2: Caracteristicas de diferentes biossensores construidos a partir de PPy.
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2.6 TECNICAS DE IMOBILIZACAO ENZIMATICA

A imobilizacdo enzimatica consiste numa etapa critica e
necessaria na construcdo de um biossensor. Existem diversas maneiras
de imobilizar uma enzima em algum transdutor, dependendo da
finalidade e do sistema em questdo. Dentro desse contexto é possivel
definir quatro procedimentos basicos para a imobilizacdo enzimatica:
encapsulamento, adsorcdo, ligacdo covalente cruzada e imobilizacdo
covalente (79).

2.6.1 Encapsulamento

O método de encapsulamento consiste em confinar o elemento
biocatalitico em uma membrana, localizada na superficie do eletrodo de
forma uniforme em todo o filme. Nesse processo, enzima, mediadores e
outros componentes podem ser simultaneamente depositados na
superficie do eletrodo, sem mudanca significativa em sua atividade
bioldgica. Esse método é muito simples, e possui a seu favor o fato de
dar ao biossensor uma maior estabilidade de armazenamento (evitando
denaturag&o) e aumento nos atributos operacionais do mesmo. Dentre as
principais desvantagens, é possivel citar a dificuldade de difusdo do
analito e seus subprodutos pelo filme, devido a formac&o de barreiras de
difusdo.

2.6.2 Adsorcéo

O método de imobilizacdo enziméatica por adsorcdo fisica
representa a maneira mais simples e rapida de imobilizacdo. Esse
procedimento consiste em dissolver a enzima em uma solucéo, e em
seguida coloca-la em contato com a superficie do eletrodo por um
determinado periodo de tempo. Logo depois, 0 material excedente, ndo
adsorvido, é removido apds ser enxaguado. O mecanismo de ligacdo
ocorre através de interagbes fracas do tipo de Van der Waals,
eletrostaticas ou hidrofébicas. Além de ser uma técnica rapida, barata e
facil, ainda causa minima inativagdo da enzima mantendo sua atividade
préxima do natural. Como pontos negativos, € possivel ressaltar a facil
denaturacdo da enzima e a pouca estabilidade de armazenamento, além
do baixo controle de imobilizacéo.
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2.6.3 Ligacéo covalente cruzada (Cross-linking)

A ligacdo covalente cruzada envolve a utilizacdo de um agente
externo no procedimento de imobilizacdo, que tem como funcgdo fazer
uma rede rigida entre as enzimas, aumentando a interacéo entre elas e o
eletrodo. A interagdo ocorre entre os grupos funcionais da enzima e a
superficie do eletrodo. Uma das vantagens dessa técnica € que ela cria
uma interacdo enzima-enzima mais sélida evitando lixiviacdo da
mesma, entretanto, por essa mesma razdo barreiras de difuséo podem ser
criadas, aumentando o tempo de resposta do eletrodo.

2.6.4 Imobilizagdo covalente

Esse tipo de imobilizacdo envolve a ligacdo entre grupos
reativos localizados na superficie do eletrodo e grupos funcionais
encontrados na estrutura proteica. O processo ocorre apds um tratamento
prévio da superficie do eletrodo, quando seus grupos funcionais sdo
ativados. Em seguida sdo colocados em contato com a enzima, sob
condicdes ideais, de modo que as intera¢des covalentes entre o eletrodo
e a enzima se estabelegcam. Dentre as vantagens dessa técnica é possivel
citar a sélida interacdo entre a enzima e o substrato e a facil interacdo
entre enzima e analito, devido a localizacdo superficial da biomolécula.
Quanto as desvantagens, pode ocorrer perda de atividade catalitica da
enzima devido a sua forte interacdo com o substrato, além de possiveis
degradacdes devido a utilizacdo de determinados reagentes no processo.

w — Enzima

a) b) c) d) __

s8885488

Figura 23: Técnicas de imobilizagcdo enzimatica mais conhecidas. a)
Encapsulamento, b) adsorcéo, c) ligagdo covalente cruzada e d)
imobilizagdo covalente.

(8]
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2.7 LITOGRAFIA DE NANOESFERAS
2.7.1 Mascaras coloidais

Mascaras coloidais sdo estruturas periddicas e ordenadas em duas
ou trés dimensfes formadas a partir de uma solucdo contendo esferas
sub-micrométricas de poliestireno (PS), polimetilmetacrilato (PMMA)
ou silica (SiO,) (80) (81) (82) (83) (84) (85). Essas estruturas sdo
obtidas pelo auto-ordenamento das esferas devido a evaporagdo do
solvente em que se encontram e podem ser fabricadas sobre uma
variedade de substratos. Sdo usadas como moldes na nanoestruturagéo
de metais (86) (87), polimeros (88) ou ceramicas (89) (90) (91), através
de técnicas como eletrodeposicdo, eletrossintese, eletropolimerizacéo,
evaporagdo, sputtering (92) e sol-gel (93). Essas estruturas tém sido
extensivamente estudadas devido a suas importantes aplicacdes
tecnoldgicas, principalmente por suas caracteristicas fotdnicas (94) (95),
além de inimeras outras aplicagBes em areas tdo diversas como catalise
(96), filtragem (97), nanoreatores (98) ou gravacdo magnética (99).
Originalmente essas esferas encontram-se dispersas em uma solucéo,
geralmente aquosa, e em concentragbes que variam de 1 a 10% em
massa.

A estrutura da mascara coloidal assemelha-se, por sua geometria
ordenada, a um “cristal”, e por analogia, o processo de ordenamento sera
também chamado neste trabalho de processo de cristalizacdo. Os
“cristais” formados, por outro lado, sdo chamados de cristais coloidais
(ou mascaras coloidais) devido a sua origem, cristais opalescentes, por
sua aparéncia, ou fotbnicos, pela sua propriedade de difratar a luz
visivel.

Devido ao fato das esferas possuirem carga negativa, a forca de
repulsdo eletrostatica entre as esferas em uma solucéo aquosa é maior ou
igual a forca atrativa de van der Waals ali existente (80) (84) (85). Isso
resulta na estabilidade coloidal e evita que as esferas se aglomerem
enquanto estiverem em suspensdo na solucéo, fator imprescindivel para
a fabricacédo de mascaras coloidais de boa qualidade e sem defeitos.

Quanto ao mecanismo de cristalizacdo de méascaras coloidais em
duas dimensGes, observou-se que, para uma solugdo coloidal em meio
aquoso, tanto a interacdo eletrostatica quanto a forca de van der Waals
existentes exercem pouca influéncia no processo de cristalizagdo das
esferas (100). As interacfes que regem o processo de cristalizagdo séo
basicamente constituidas por forgas capilares entre as esferas, levando a
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um movimento convectivo na solu¢do e induzindo o ordenamento das
esferas sobre o substrato.

Enquanto as particulas encontram-se intermediadas pelo fluido
sobre o substrato, a fase liquida forma uma ponte de capilaridade entre
duas ou mais particulas, que pode ser atrativa ou repulsiva dependendo
se o formato dessas pontes é concavo ou convexo, respectivamente.

O fator responsavel pela formagdo de cristais bidimensionais
consiste na evaporacdo gradativa do solvente presente na solucéo
coloidal, podendo ser separado em dois estagios (100):

1) Formac&o de ndcleos de cristalizacdo devido a diferenca de
pressdo hidrostatica entre a fase gasosa e liquida;

2) Crescimento do cristal devido a evaporagdo do solvente e
relacionada com a curvatura do menisco.

Figura 24: Acao entre particulas localizadas em um determinado
dominio.

Evaporacao

Fluxo

Figura 25: Fluxo hidrodindmico devido ao processo de evaporagéo.

Esse tipo de ordenamento, regido por forcas capilares de
imersdo e forcas de arraste hidrodindmico, pode ser chamado de
ordenamento convectivo, sendo que o0s cristais constituidos por
monocamadas de esferas podem ser fabricados controlando-se apenas a
forma da interface ar/liquido e a taxa de evaporacdo do solvente da
solucdo coloidal utilizada para a fabricacdo dos cristais.
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Para a obtencdo desses cristais coloidais, existem diversos
métodos bastante difundidos e bem estabelecidos, sendo alguns mais ou
menos eficientes, dependendo do tipo de cristal que se deseja fabricar,
como sedimentacdo gravitométrica, sedimentacdo inclinada, deposicdo
vertical, spin-coating (que sera discutido mais detalhadamente logo
adiante) além de outros que envolvem solugdes coloidais em meios ndo
aquosos (101) (102).

2.7.2  Spin-Coating

Spin-coating é uma técnica versétil e relativamente simples,
utilizada na fabricacdo de filmes finos, peliculas ou cristais coloidais.
Nesse método, o substrato é posicionado sobre um disco girante (spin-
coater), onde serd pipetada a solugdo desejada. Em seguida, o
equipamento é acionado e inicia sua rotacdo, espalhando o material por
todo o substrato. No caso da utilizacdo de solugbes coloidais, a
formag&o do cristal ocorre devido a perda de solvente por evaporacgao
(caso o solvente seja volatil) e perda de soluto e solvente por
centrifugacdo, sendo o material descartado pelas bordas do substrato.

A qualidade e espessura do filme nesse método dependem dos
pardmetros de aceleracdo angular, velocidade angular e tempo de
rotacdo do spin-coater, além da natureza e viscosidade do solvente,
concentracdo do soluto e temperatura e umidade locais, que tém
influéncia direta sobre a taxa de evaporacgdo e viscosidade da solucdo
(103) (104). A grande vantagem dessa técnica é que, uma vez
estabelecido o protocolo ideal de fabricacdo, podem-se obter cristais
compactos e de boa qualidade, de maneira muito mais rapida que as
outras técnicas (da ordem de minutos) e com alta reprodutibilidade.

2.8 TECNICAS ELETROQUIMICAS
2.8.1 Espectroscopia de impedancia eletroquimica

A espectroscopia de impedancia eletroquimica ¢ uma técnica
muito poderosa capaz de fornecer um grande ndmero de informagdes
superficiais e interfaciais a partir de um Unico experimento.

Essa técnica consiste na aplicacdo de uma perturbacao, seja de
potencial ou de corrente, no sistema a ser estudado e observar a resposta
resultante. Essa perturbacdo ocorre aplicando um sinal de excitagdo
senoidal de pequena amplitude sobreposta a um potencial continuo
(potencial central), o que torna possivel a investigacdo de fendmenos
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eletroquimicos préximos ao estado de equilibrio (105) (106). A
frequéncia da perturbagdo senoidal é variada continuamente, o que
permite isolar e distinguir fendmenos fisicos e quimicos com diferentes
tempos caracteristicos, que governam o sistema para um dado potencial
aplicado.

A resposta do sistema, em relagdo a aplicagcdo de um potencial
senoidal, é uma corrente de natureza senoidal (Figura 26), sendo as
relacbes entre potencial aplicado e corrente medida definidas pela
impedancia do sistema, que é uma quantidade complexa com magnitude
e angulo de fase (defasagem da corrente em relagdo ao potencial
aplicado) que dependem da frequéncia do sinal.

E(t) = Eg + AE.sen(ot)
/ i(t)y =ip + Aisen(ot + @) Al

SN

Figura 26: RelacGes entre potencial aplicado e corrente medida em um sistema.

A impedancia do sistema pode ser calculada usando a Lei de
Ohm como:

Z(w) = M (10)
i(w)

A grandeza Z(w) pode ser representada em coordenadas polares,
Z(w) = |Z(w)|e?® (11)

onde | Z(w)| é a magnitude da impedancia e ¢ é a defasagem.
Também pode ser representado em coordenadas cartesianas,
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Z(w) = Zrea(w) — j-Zimag (w) (12)

onde Z.a(w) é a parte real da impedancia e Zimag(w) € a parte imaginaria
da impedancia.

As representacGes graficas dessas grandezas podem ser
realizadas na forma do diagrama de Nyquist (ou Argand), que fornece
informagGes sobre a natureza dos elementos que compdem a impedancia
total do sistema ou diagrama de Bode, que relaciona 0 mdédulo da
impedancia total do sistema e a defasagem com a frequéncia, ambos
ilustrados na Figura 27.

a) b)

Z|— Re+
Zimag Log lzl:\ |Z|— Re + Ric A

{ we—o—s0

Re Re + R1c Zreal

Figura 27: a) Diagrama de Argand e b) grafico de bode para
medidas de impedanciometria.

Em posse dessas informacdes e mediante a utilizacdo de
circuitos equivalentes e modelos matematicos, é possivel estudar e
avaliar fendbmenos de transporte de carga e de massa, condutividade dos
filmes, capacitincias faradaicas e de dupla camada, coeficientes de
difuséo, entre outros.

A utilizacdo de circuitos elétricos para a descricdo de sistemas
eletroquimicos se deve & similaridade de comportamento entre ambos.
Na Figura 28 observa-se uma analogia tipica entre um sistema
eletroquimico simples e um circuito elétrico (circuito de Randles) (107).
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Eletrélito

Re

Rrc g —— Coc

Eletrodo |

Figura 28: Analogia entre circuitos elétricos e sistemas eletroquimicos.

A resisténcia a transferéncia de carga na interface
eletrodo/eletrolito pode ser aproximado a um resistor (Ryc), assim como
a presenca da dupla camada elétrica (dupla camada de Helmholtz) pode
ser associado a um elemento de capacitancia (Cpc). Essa aproximagdo
possibilita a descricdo da interface através de uma associacdo em
paralelo entre um resistor (Rtc) e um capacitor (Cpc), devido as
contribuicBes de processos faradaicos e capacitivos simultaneos. O
elemento capacitivo (Cpc) é o responsavel por gerar um atraso no sinal.
Como a corrente que atravessa a interface eletrodo/eletrélito depende da
migracdo de ions na solucdo, esta pode ser representada por um resistor
R. (devido & resisténcia do eletrolito ou resisténcia de solugio).

Outros fenbmenos ainda podem ocorrer em pProcessos
eletroquimicos mais complexos, como em reacdes limitadas por difusao,
e que podem ser modeladas por um elemento denominado impedancia
de Warburg (W), que esta associado ao tipo de difusdo que ocorre no
sistema. Além disso, ainda podem surgir elementos indutivos (L),
referentes a adsorcdo de espécies na interface eletrodo/eletrélito ou a
presencga de materiais de natureza magnética.

As interfaces de sistemas reais apresentam, em geral,
propriedades elétricas ndo homogéneas decorrentes da rugosidade
superficial, porosidade, variacbes de composi¢cdo, ou mesmo da
desordem dindmica associada a difusdo (108) (109). Essas
inomogeneidades resultam em uma distribui¢do de tempos de relaxagéo,
que pode ser eletricamente descrito pelo chamado elemento de fase
constante (CPE), que € -equivalente a uma capacitincia ou
pseudocapacitancia. A impedancia associada a um CPE é dada por:
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7= 1
~ Q(io)"

onde Q possui unidade de capacitancia (F) e n é o coeficiente do CPE,
sendo que, para n = 1, o CPE apresenta 0 comportamento de um
capacitor ideal, e para n = 0, o CPE apresenta 0 comportamento de um
resistor ideal.

Quando n = 0,5, o CPE apresenta um comportamento tipico de
um elemento de Warburg (W), como pode ser observado na Tabela 3,
gue associa cada um dos elementos discutidos anteriormente a sua
respectiva impedancia em funcéo da frequéncia (105).

Elemento Simbolo Parametro Impedancia
Resisténcia R R Z =R
Capacitancia C C 7=
wC
Indutancia L L Z =jwl
Elemento de fase 1
constante CPE Q.n Z= Q(io)"
1
Warburg w Q,n Z= 1
Q(in)2

Tabela 3: Relagdo entre elementos de um circuito elétrico e suas impedancias.

2.8.2 Diferentes representagdes para a impedancia

O comportamento da impedancia em fun¢do da frequéncia pode
ser representado em diferentes formatos que ressaltam uma
caracteristica em particular do sistema investigado. No caso de
processos,simples, como é o caso de uma reacdo de oxi-reducdo em
eletrodo plano as diferentes representagdes sdo redundantes. Em
processos mais complexos, no entanto, as diferentes representacdes
permitem a extracdo de alguns dos pardmetros caracteristicos do
sistema, que podem auxiliar no modelamento do mesmo.

A fim de compreender quais informagdes podem ser extraidas
dos dados de impedéancia, vamos analisar dois casos limite: um circuito
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blogueante (Figura 29a), representado por uma resisténcia R,
(resisténcia do eletrolito) em série com um capacitor, que descreve uma
interface puramente capacitiva, e um circuito reativo (Figura 29b),
representado por uma resisténcia R, (resisténcia do eletrélito) em série
com uma associacdo em paralelo de um resistor (resisténcia a
transferéncia de carga) com um capacitor (dupla-camada).

(@) (b)
Blogueante Reativo
c
R. C
o—| |- v
R

Figura 29: Circuitos de um sistema bloqueante (a) e reativo (b).

Em cada uma das representacfes a seguir, o circuito bloqueante
sera representado por linhas trastejadas, enquanto que o circuito reativo
sera representado por linhas continuas (105).

2.8.2.1 Representacdo de Argand

80

!100 Hz I
; Re + Rrc e
< e} Rrc -
_ 4
§ 1' Rrc/2 >-— S {2 )
g 4 Rrc . ®
= 40 ! 100 Hz
g I
IS |
' I
20 !
V1 ke
10 kHz
0 L i 1 i il i
0 20 40 60 80 100 120

Zreal (Q.cm?)

Figura 30: Representacdo de Argand para a impedancia, onde R, =10
Qcm?, Rrc =100 Qcm’ e C = 20 pF/cm?. Referéncia (105).
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A representacdo de Argand (ou diagrama de Argand) é utilizada
para representar a impedancia no plano complexo (parte real e parte
imaginaria), sendo que cada medida é efetuada em um determinado
valor de frequéncia que estd implicita na representagdo. Uma das
desvantagens dessa representacdo € que a dependéncia da frequéncia
ndo é explicita, fato que pode ser contornado com a indicacdo de
algumas frequéncias caracteristicas no grafico. Sendo assim, a
frequéncia sempre deve ser indicada, para que ocorra uma melhor
compreensao das constantes de tempo do fendmeno em questéo.

Para um circuito bloqueante (Figura 30) a parte real da
impedancia ndo varia com a frequéncia e é igual a resisténcia do
eletrolito para todos os valores de frequéncia, enquanto que a parte
imaginaria fica cada vez mais negativa quando as frequéncias tendem a
zero.

Num circuito reativo, o limite assintético da parte real da
impedancia para altas frequéncias é igual a R, e para baixas frequéncias
igual a R, + R. A frequéncia caracteristica do sistema pode ser
encontrada quando a parte imaginaria da impedancia atinge seu valor de
maximo.

Nessa representacdo, um semicirculo perfeito indica a
existéncia de um processo simples descrito por um circuito reativo. Um
semicirculo achatado indica um processo mais complexo, ou a presenca
de elementos distribuidos (CPE). Mdltiplos semicirculos ou inflexdes
indicam que mais de uma constante de tempo sdo requeridas para
descrever o processo.

2.8.2.2 Representacdo de Bode

10° g T T ——— Y
\ < :f
Inclinagdo=-1 "%
105 i \\ H i
\\ ¢
10k N 1
N : ?
3 » H -
10'F Yo 3 &
Re + Rtc N b J
10 3
Re
10'F :
A A I :l 1 A 1 1 1 o 1 1
10* 10" 10° 10' 10* 10° 10' 10° 10* 10" 10" 10' 10° 10° 10°

fIHz fIHz
Figura 31: Representacéo de Bode, onde R,= 10 Qcm?, Rrc = 100 Qcm?®
e C = 20 pF/cm?. Referéncia (105).
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Zreal (Q.cm?)

Outra representacdo muito utilizada é a de Bode, que relaciona
0 modulo da impedancia total e o angulo de fase com a frequéncia. Ao
contrario da representacdo de Argand, neste caso a dependéncia da
frequéncia é explicita.

Conforme se verifica na Figura 31 o grafico log-log do médulo
da impedancia em funcgdo da frequéncia, em baixas frequéncias, serve
para diferenciar processos reativos de processos bloqueantes. No caso de
processos bloqueantes, a assintota da curva em baixas frequéncias indica
se 0 processo é descrito por um capacitor ideal (quando a inclinacdo €
igual a -1) ou se pode ser descrito por um CPE (quando a inclinacéo é
menor que um e invariante com a frequéncia). No caso de processos
reativos, a assintota horizontal em baixas frequéncias indica a resisténcia
total do circuito. Em ambos os casos, a assintota horizontal em altas
frequéncias fornece a resisténcia do eletrolito. Por outro lado, a
representacdo do angulo de fase em funcéo da frequéncia, no caso de
sistemas eletroquimicos, ndo é representativa da interface investigada,
pois 0 menor dos elementos resistivos do sistema (que costuma ser a
resisténcia do eletrolito) se torna o elemento dominante em altas
frequéncias, mascarando 0s outros pardmetros. Apesar disso, esse
grafico pode ser utilizado para se identificar, pelo nimero de maximos,
0 numero de processos envolvidos. No entanto, a posi¢do dos mesmos
nao representa as frequéncias caracteristicas dos processos observados.

2.8.2.3 Representacdo das componentes real e imaginaria da
impedancia em funcéo da frequéncia

Y T T v T 10° T ¥ T T T T

Re + Rrc \i 1 N
: ] N
- \ | Artzme)’ w,L d ]
4 — Inclinagdo = -1
~ .
1 L Inclinagdo = +1 '
E 4o | Inclinag : E
=] .
%o 10°F .
N :
10' R o :
. {fac=(2nRC)"
i 3 1 4:1 -\ 1 2 1 1 1 :l i i
10
107 10" 10° 10" 1 10° 10* 10 10 10" 10° 10" 10* 10° 10* 10°
£/ Hz fIHz

Figura 32: Representacdo da parte real e parte imaginaria da impedancia
em funcéo da frequéncia. R.= 10 Qcm?, Ryc =100 Qcm? e C = 20 pF/em? A
frequéncia caracteristica é dada por fre = (27RC) . Referéncia (105).
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Essa representacdo de impedancia separa as componentes real e
imaginaria da impedancia em funcdo da frequéncia. Os parametros que
podem ser extraidos do grafico ndo sdo mascarados pela resisténcia do
eletrélito. Para processos reativos, as assintotas horizontais na
representacdo da parte real da impedancia indicam os valores da
resisténcia do eletrélito, em altas frequéncias, e da resisténcia total do
processo, em baixas frequéncias, enquanto que maximos no grafico da
impedancia imaginaria identificam as frequéncias caracteristicas de
processos reativos. Além disso, as assintotas em torno de cada maximo
indicam o valor de n para 0 CPE que descreve 0 esse processo reativo.

2.8.2.4 Representacdo da capacitancia efetiva

=% 10
g T
w 40 [
= w10
T : 2
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w0 20 . ~
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10° 10" 10° 10" 10* 10 10 10° 10*
fiHz

Figura 33: Representagdo da capacitancia efetiva como fungdo da
frequéncia. R.= 10 Qcm?, Rrc = 100 Qcm? e C = 20 pF/cm?. As frequéncias

caracteristicas sdo dadas por frc = 2aRC)™. Referéncia (105).

A parte imaginaria da impedancia pode ser utilizada para se
estimar a capacitancia efetiva de um sistema eletroquimico de acordo
comaeqg. 13:

-1 (13)
(Dzimag

Cerr =

As assintotas em alta frequéncia fornecem os valores de
capacitancia, tanto de processos bloqueantes como de processos
reativos.
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2.8.3 Cronoamperometria

Na éarea de eletroquimica, a técnica de cronoamperometria
relaciona a corrente que flui através do eletrodo de trabalho, em funcéo
do tempo de aquisicdo para um determinado potencial constante
aplicado.

O fluxo de corrente é representado quantitativamente por meio da
equacdo de Cottrell (110), eq. 14, que relaciona a variacdo na corrente
medida, com o comportamento redox das espécies presentes no
eletrdlito.

_ nFAC 2D}’ o h (14)

!
ST A

onde I, é a corrente registrada a um tempo t, que é representado
em segundos, n € o nimero de elétrons utilizados para oxidar ou reduzir
uma molécula de analito, F é a constante de Faraday (96,485 C/mol), A
é a rea do eletrodo em cm?, C é a concentracdo das espécies oxidadas
em mol/cm® e D é o coeficiente de difusdo das espécies oxidadas em
cm’/s.

Essa corrente é muito grande no inicio, mas rapidamente decai
guando o analito préoximo do eletrodo é consumido, e um sinal
transiente é observado (Figura 34). Essa relacdo é valida para um
eletrodo planar e a corrente é devida somente a difusdo de espécies
eletroativas através do eletrodo.

U >

Figura 34: Curva caracteristica de uma medida de cronoamperometria.
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A curva caracteristica obtida pela técnica de cronoamperometria
aplicada a sensores pode ser observada na Figura 35.

Tempot

>

v
Corrente |

Figura 35: Curva caracteristica de uma medida amperométrica aplicada a
Sensores.

A curva representada acima pode ser dividida em duas partes,
de acordo com as etapas do processo, que estdo delineadas pelas linhas
tracejadas em azul e verde.

Na primeira parte (linha tracejada em azul) a corrente diminui
rapidamente até atingir um valor estacionario. Na segunda parte (linha
tracejada em verde), comeca a haver o acréscimo de analito, espécies
gue serdo oxidadas na superficie do eletrodo, como esta representado
pelas setas acima da curva da corrente pelo tempo. E possivel observar
gue, para cada acréscimo de analito hd um salto da corrente, que esta
relacionado com a maneira como as espécies sdo consumidas no
eletrodo. O aumento incremental na concentracdo do substrato gera uma
curva de corrente em forma de patamares. Nos instantes subsequentes
ao acréscimo do substrato, as espécies sdo rapidamente consumidas,
ocasionando o salto de corrente; em seguida, a taxa de consumo das
mesmas se torna limitado por difusdo e passa a ser constante, o que se
reflete num novo valor estacionério de corrente, e assim sucessivamente.
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3 PARTE EXPERIMENTAL
3.1 MASCARAS COLOIDAIS

O processo de fabricacdo das mascaras coloidais ou cristais
coloidais é realizado através da técnica de spin-coating, onde uma
solugdo aquosa composta por esferas submicrométricas de poliestireno é
depositada sobre um substrato de silicio previamente tratado. Em
seguida, 0 mesmo é posto em rotacdo, gerando forcas de cisalhamento e
evaporagdo do solvente, que promovem o auto-ordenamento das esferas
sobre o substrato de silicio, dando origem a uma monocamada de
esferas ordenadas em arranjo hexagonal compacto.

3.1.1 Preparacdo do substrato

Os substratos utilizados no processo de fabricacdo das amostras
foram silicio tipo p (100), dopados com boro, com resistividade 5 — 15
Q.cm. O silicio adquirido comercialmente (WRS Materials) vem na
forma de laminas com 10 cm de didmetro e espessura de 0,05 cm, com
um dos lados polidos e o outro lado rugoso. Para a fabricacdo dos
substratos, as laminas de silicio originais sdo clivadas com uma caneta
diamantada em quadrados com arestas de 1,5 cm (Figura 36).

Antes da utilizacdo dos substratos, os mesmos séo posicionados
num porta-amostra de teflon com capacidade para nove unidades, e
deixados por quinze minutos em ultra-som com &gua destilada
deionizada, para que se removam quaisquer resquicios de sujeira, como
por exemplo, alguma poeira remanescente do momento em que a lamina
de silicio foi clivada e dividida em partes menores.

Figura 36: A esquerda temos uma lamina de silicio inteira. A direita,
pequenos pedagos de silicio clivado e posicionado em um suporte de teflon.
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As laminas de silicio possuem um 6xido natural que as tornam
levemente hidrofilicas, entretanto, para melhorar ainda mais a interagéo
entre a solugdo coloidal e a superficie do substrato, se faz necesséaria a
utilizacdo de um tratamento quimico que aumente a camada de 6xido da
superficie, tornando-a ainda mais hidrofilica (Figura 37). O processo de
oxidacdo consiste em imergir os substratos de silicio previamente
limpos numa solucdo contendo 20 ml de peroxido de hidrogénio (H,0,)
(Vetec), 20 ml de hidroxido de aménio (NH4OH) (Synth) e 100 ml de
dgua bidestilada deionizada, deixando-os em “banho-maria” (Nova
Técnica, modelo NT 245) durante 1h a 82°C em temperatura controlada
(Figura 38). Em seguida os substratos sdo colocados num béquer com
agua destilada para retardar a degradacéo da camada de 6xido. A partir
do término do processo de oxidacdo é aconselhavel que os substratos
sejam utilizados o mais rapido possivel, pois foi constatado que depois
de 2 h o grau de hidrofilicidade das amostras diminui sensivelmente.
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Figura 37: Superficie do silicio, a) oxidada e hidrofilica (regido onde
foi realizado o tratamento quimico) e b) passivada e hidrofobica
(regido sem o tratamento).

Figura 38: “Banho-maria” com o béquer contendo a solugio de
hidrofilizac&o e os substratos.
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3.1.2  Spin-coating

O processo de spin-coating permite a obtengdo de mascaras
bastante uniformes em curto intervalo de tempo com alto nivel de
reprodutibilidade. A técnica consiste em rotacionar o substrato de silicio
com a solucéo coloidal de modo que, dependendo da velocidade e tempo
de rotacdo e devido a forcas de cisalhamento e evaporagdo, ocorra a
formacéo do cristal coloidal na superficie do substrato.

Para a fabricacdo das mascaras coloidais séo utilizadas solucfes
de esferas submicrométricas de poliestireno (PS) (Micro Particles
GmbH) com didmetros de 250 nm, 476 nm, 535 nm, 600 nm e 756 nm,
sendo que a concentracdo das esferas na solucdo é de 10% em massa.

Ap6s a limpeza e oxidacdo do substrato, 0 mesmo é
posicionado sobre um spin-coater (Laurell Technologies Corporations,
modelo WS-400B-6NPP/LITE/10K) (Figura 39) localizado no Laboratério
de Sistemas Nanoestruturados (LabSiN), Departamento de Fisica,
UFSC, espalhando-se sobre ele 15 pul da solucdo coloidal que serd
utilizada.

Vista de perfil

% Vista de cima

Figura 39: Spin-coater e formacéo do cristal coloidal
(arranjo hexagonal compacto).

As mascaras sdo fabricadas em dois ou trés passos diferentes,
com velocidades e tempos de rotagdo distintos. O primeiro passo
possibilita 0 ordenamento efetivo das esferas, enquanto que o segundo
(geralmente com velocidade de rotacdo muito maior) é responsavel por
eliminar o excesso de solvente do substrato.

Um protocolo de fabricacéo tipico esta exemplificado na Figura
40, onde o auto-ordenamento é realizado entre os tempos t; e t.
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Quando este é atingido, aumenta-se a velocidade a fim de eliminar o
solvente excedente, tempos t3 € t,.

Rotacdes por
segundo (rps)
'y
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Figura 40: Gréfico que exemplifica os parametros de formacéo do
cristal.

Os parametros utilizados na fabricacdo de algumas das
mascaras sdo apresentados na Tabela 4.

Diametro (nm) | V; (rpm) t (5) V, (rpm) t, (s) | Volume (ul)
535 1350 120 4000 20 15
476 1500 120 4000 20 15

Tabela 4: Acima estéo representados 0s parametros para a
fabricacéo de algumas das mascaras coloidais.

E importante ressaltar que esses parametros sdo fortemente
influenciados pelas condi¢cGes do ambiente, principalmente umidade e
temperatura, que influenciam a taxa de evaporacdo do solvente. Torna-
se, portanto, muito importante o controle desses parametros para que se
possa alcangar reprodutibilidade nas amostras.

Logo apds as mascaras coloidais estarem prontas, elas sdo
deixadas em um forno a 80 °C com temperatura controlada durante 24 h,
a fim de seca-las completamente, consolidando o arranjo ordenado das
esferas e aumentando sua adesdo ao substrato.

3.2 ELETROPOLIMERIZACAO

O processo de eletropolimerizacdo do PPy foi realizado em
substratos planos de silicio ou substratos recobertos com as mascaras
coloidais  descritas  anteriormente.  Neste Gltimo caso, a
eletropolimerizacdo do PPy ocorre nos intersticios das mascaras,
preenchendo as cavidades vazias entre as esferas. A partir do controle de
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carga depositada é possivel controlar o grau de preenchimento e
espessura do filme polimérico resultante.

No processo eletroquimico utilizou-se uma célula eletrolitica
tipica de trés eletrodos conectados a um potenciostato (Figura 41). O
substrato de silicio com a mascara coloidal de PS atua como eletrodo de
trabalho (WE), onde ocorrera a eletropolimerizacdo do PPy. Como
contra-eletrodo (CE) utilizou-se uma folha de platina, pelo fato desta ser
inerte no intervalo de potencial utilizado. Como eletrodo de referéncia
(RE) foi utilizado um eletrodo de calomelano saturado (SCE).

Potenciostato

Figura 41: Cuba eletrolitica com o eletrodo de trabalho (WE),
contra eletrodo (CE) e eletrodo de referéncia (RE). Os trés eletrodos
sdo conectados a um potenciostato.

3.2.1 Preparacédo do eletrodo de trabalho

Apdls a secagem da mascara no substrato por 24 h a 80 °C,
procede-se a fixacdo da mesma numa haste metalica (de inox), que
propicia o contato elétrico com o potenciostato.

Primeiramente espalha-se sobre a haste metéalica de inox, de
aproximadamente 3 cm de largura e 10 cm de comprimento, no local
onde o substrato de silicio sera fixado, uma liga de galio-indio que tem
como finalidade eliminar a barreira Schottky que impede o fluxo de
elétrons na interface metal-semicondutor. O mesmo é feito com a face
rugosa do substrato de silicio (lado oposto ao da mascara), que foi
previamente limpa em solugéo de 2 % de HF (Merck) diluido em agua.
A liga é composta de 70% de géalio e 30% de indio, 0 que propicia um
contato 6hmico entre a haste e o silicio. Estabelece-se dessa maneira
uma conexdo elétrica entre o semicondutor e a célula eletroquimica,
garantindo que toda a corrente que flui do eletrodo passe pela superficie
do silicio.
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A seguir cola-se uma fita dupla face sobre a mascara coloidal, a
fim de isolar o conjunto e delimitar uma éarea circular de interesse onde
se deseja eletropolimerizar o PPy, a area eletroativa (Figura 42).

= I — \“

. “Costas” do
Liga de Ga-In o
= silicio

...y Haste metalica

—

v+« pFita dupla-face

Figura 42: Representacéo esquematica do procedimento para
preparacéo do eletrodo de trabalho.

v Area.
- eletroativa

3.2.2 Célula eletrolitica e eletrélito

A célula eletrolitica utilizada possui basicamente trés eletrodos
conectados a um potenciostato.

Como contra-eletrodo foi utilizado uma folha de platina de
1,5 cm de largura por 3 cm de comprimento presa a uma haste metalica.
A éarea do contra eletrodo ¢ muito maior que a area delimitada no
eletrodo de trabalho (&rea delimitada pela fita dupla-face sobre a
amostra), de forma que a taxa da reacdo de oxidacdo que ocorre no
contra eletrodo ndo se torne o fator limitante do processo de
eletropolimerizag&o.

A folha de platina do contra eletrodo é previamente em uma
solucédo piranha composta de 50% de agua bidestilada deionizada, 25%
de &cido cloridrico (HCI) (Sigma) e 25% de acido nitrico (HNO3)
(Sigma). Em seguida a haste é copiosamente lavada com agua destilada
para eliminar os resquicios da solugdo “piranha” e evitar qualquer tipo
de contaminag&o do eletrélito.
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Como eletrodo de referéncia utilizou-se calomelano saturado
(SCE). Para sua limpeza foi utilizada 4gua destilada deionizada. Com o
intuito de evitar seu ressecamento, o eletrodo é armazenado em uma
solucéo a base de NaCl quando néo esta sendo utilizado.

O potenciostato utilizado neste trabalho é um Autolab
PGSTAT302N localizado no LabSiN. Para o0s processos de
eletropolimerizacdo do PPy a célula eletrolitica é colocada dentro de
uma cabine de aluminio fechada e escura, que funciona como uma
gaiola de Faraday, além de evitar processos de fotoeletrodeposicdo, ja
que o silicio utilizado é do tipo p (Figura 43). O software utilizado foi o
GPES.

. - B

Figura 43: Potenciostato e caixa metalica onde se encontra a célula
eletroquimica.

O eletrolito utilizado na eletropolimerizagdo do PPy/DBSA ¢é
composto de 0,7 ml de monémero pirrol (Py) (Sigma-Aldrich, 98%) e
0,44 g de DBSA (C1gH29NaOsS, acido dodecil benzeno sulfonico de
sodio) (Aldrich) (Figura 44) para 50 ml de solu¢do em meio aquoso. A
composicdo molar do eletrélito corresponde a 0,2 mol/dm® de Py e
0,025 mol/dm® de DBSA.

O
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@)
CH3(CH2)10CH>

Figura 44: Férmula estrutural do sal DBSA.
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3.2.3 Meétodos de deposicéo

Os métodos de deposicdo mais comumente utilizados na técnica
de eletrodeposi¢do sdo o galvanostatico, onde a corrente elétrica que
passa pelo sistema é mantida constante durante o tempo em que durar a
deposicdo, e o potenciostatico (Figura 45), em que o potencial é mantido
constante durante o tempo de deposicdo. Este Gltimo foi o método
utilizado ao longo deste trabalho.

Durante o processo de deposigdo, registra-se a evolugdo da
corrente (ou do potencial) ao longo do tempo, para o caso de deposicao
potenciostatica (ou galvanostatica). Essa curva é chamada transiente de
corrente (ou de potencial).

Em ambos os casos a espessura do filme pode ser controlada
através do calculo da carga depositada, que, para o caso da deposi¢do
potenciostatica, corresponde a integral do transiente de corrente (Figura
45b).

Ao se analisar os transientes de corrente no método
potenciostatico ou transientes de potencial no método galvanostatico,
pode-se obter informagdes importantes quanto ao processo de nucleagdo
e crescimento do filme na interface eletrodo/eletrdlito.

a) b)
E‘ i

v
v

Figura 45: a) Comportamento do potencial (deposi¢do
potenciostatica). b) Transiente de corrente.

3.3 REMOGAO DAS ESFERAS DE PS

Logo ap6s o término do processo eletropolimerizacdo do PPy,
com o consequente preenchimento dos intersticios da mascara, as
esferas de PS devem ser removidas de modo que a estrutura resultante
seja um filme nanoestruturado de PPy. Para remover as esferas, retira-se
a fita utilizada para delimitar a area de deposi¢do, e mergulha-se a
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mascara em tolueno (Synth) durante 1h a fim de que ocorra a total
dissolucdo das esferas sem prejuizo a integridade da estrutura de PPy.
Por fim a amostra é enxaguada com etanol, para eliminar quaisquer
residuos de tolueno, e seca com gas nitrogénio.

3.4 MONTAGEM DOS ELETRODOS DE TRABALHO

As estruturas de polipirrol descritas anteriormente (compactas e
nanoestruturadas) serdo utilizadas na fabricacdo de dois biossensores
distintos, um para a detecgdo de H,O, e outro para a detecgdo de catecol,
sendo que no primeiro caso serdo imobilizadas nanoparticulas de platina
(NPPt) e no segundo caso a imobilizacdo sera da enzima tirosinase.

3.4.1 Biossensor para deteccdo de H,O,

Para a fabricacdo dos biossensores de H,O,, houve a
necessidade de imobilizar nanoparticulas de platina na superficie das
estruturas poliméricas. As nanoparticulas de platina, bem como de
outros metais de transicdo, possuem propriedades cataliticas na reacédo
de reducdo do perdxido de hidrogénio (111) e importante papel na
amplificacdo da resposta da corrente elétrica observada nas medidas
amperomeétricas. Na Eq. 15 observa-se a reacdo de oxidacdo do H,0,
(onde 0 mesmo atua como agente redutor). A Eq. 16 ilustra a reacdo de
reducdo do H,0, (onde agora ele esta atuando como agente oxidante).

H,O; ——» 0Oy + 2H" + 2¢ (15)
H,0, + 2H" +2¢ NPPY o0 (16)

Antes da incorporacdo das nanoparticulas de platina sobre a
estrutura de PPy, é necessario que a area do polimero seja novamente
delimitada, desta vez numa area um pouco menor (0,135 cm?) que
aquela utilizada na eletropolimerizagéo do PPy.

Esse procedimento é adotado para que o filme fique bem aderido
a superficie do substrato e ndo seja arrancado futuramente, quando
exposto a condi¢cdes de fluidos turbulentos (agitacdo magnética) nas
medidas amperométricas, devido ao fato de suas bordas estarem
expostas.

O procedimento para delimitar a area (fita dupla-face) e
estabelecer os contatos na haste de inox (galio-indio), é analogo ao
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descrito anteriormente, quando da eletropolimerizagdo do PPy, e devera
ser repetido na preparacdo das amostras, antes da imobilizacdo das
nanoparticulas de platina.

Finalmente a amostra esta pronta para receber as nanoparticulas
gue serdo incorporadas nos filmes compactos ou nas cavidades do filme
nanoestruturado de PPy, onde antes encontravam-se as esferas de PS. A
imobilizacdo das nanoparticulas é realizada pelo processo de drop-
casting, que consiste em pingar a solucdo de nanoparticulas sobre a
plataforma de PPy, deixando o solvente evaporar. A interacdo do filme
de PPy com as nanoparticulas de Pt ocorre eletrostaticamente, o que
garante que as nanoparticulas permanecam bem aderidas na estrutura de
PPy quando das medidas amperométricas posteriores.

As nanoparticulas de Pt possuem didmetro de aproximadamente
10 nm e estdo dispersas no dendrimero poli (amido amina) (PAMAM),
onde permanecem estaveis e ndo se aglomeram. Ja a concentragdo molar
de nanoparticulas de Pt na solucdo utilizada é de 0,33 mmol/L. Essas
NPPt estabilizadas em PAMAM foram produzidas no Laborat6rio de
Biofisica Molecular no IFSC da USP (112).

A escolha desse diametro de nanoparticulas deve-se ao fato de
que particulas menores, como pbde ser verificado, ndo apresentam
resultados tdo animadores no que diz respeito a medidas eletroquimicas,
gue ¢ justamente o caso deste trabalho, e contribuem pouquissimo na
intensificacdo do sinal amperométrico.

O volume de solugdo nanoparticulassPAMAM depositadas no
filme € de 20 pl. O eletrodo é entdo deixado num forno a 80°C durante
24h para que o solvente da solugdo evapore, restando as nanoparticulas e
PAMAM (Figura 46) sobre o filme nanoestruturado (Figura 47) ou
compacto (Figura 48) de PPy.

NPPt

PAMAM

/

Figura 46: Nanoparticulas de Platina (NPPt) englobadas por PAMA%.
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Figura 47: Plataforma polimérica nanoestruturada de PPy com
nanoparticulas de Pt.
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Figura 48: Plataforma polimérica compacta de PPy com
nanoparticulas de Pt.

3.4.2 Biossensor para detec¢do de catecol

Todas as solugdes dessa etapa foram produzidas num volume
excedente aquele que sera utilizado, sendo que o material restante foi
armazenado em baixa temperatura e protegido da luz.

A solucdo tampéo fosfato de potéassio foi produzida a partir de
concentracBes apropriadas de fosfato de potassio dibasico anidro
(K,HPO,) (Vetec) e fosfato de potassio monobasico anidro (KH,POy)
(Vetec) e 4gua bidestilada deionizada numa concentragéo de 50 mmol.I*
e pH 6,5.

A solucdo de catecol para armazenamento possui concentracdo de
0,5 mol.I" de catecol (Sigma-Aldrich, 99%, cristalino) em solucéo
tampdo. Ja a solucdo da enzima tirosinase (Sigma, 3610 unidades/mg
solida) estd numa proporcdo de 2 mg/ml, também em solucéo tampéo.
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Tirosinase (EC 1.14.18.1) foi imobilizada sobre as plataformas
poliméricas de PPy (nanoestruturadas e compactas) pelo procedimento
de drop-casting. Nessa etapa, foi pingado 50 ul de solugdo de tirosinase
(2 mg/ml de tirosinase em solugdo tampdo fosfato de potassio 50
mmol.I"* e pH 6,5) sobre as plataformas compactas e nanoestruturadas
(ap6s a remocdo das esferas de PS como descrito anteriormente) e em
seguida, os substratos foram deixados em ambiente de baixa presséo
para a evaporacdo do solvente da solucdo, restando apenas a enzima
tirosinase imobilizada sobre a plataforma polimérica (Figura 49).

Substratode PPy/DBSA

kd

Tirosinase

silicio

Figura 49: Método de imobilizacdo da enzima e plataforma
polimérica nanoestruturada de PPy com tirosinase.

3.5 CRONOAMPEROMETRIA

As medidas cronoamperométricas para cada experimento
registram um valor de corrente como fungéo do tempo, sendo o valor do
potencial fixado em 0 V/SCE. Geralmente a variagdo da corrente
registrada esta relacionada com alguma alteracdo no eletrdlito ou
interface do eletrodo de trabalho.

3.5.1 Célulaeletrolitica, eletrélito e incrementos de analito

A célula eletrolitica utilizada nas cronoamperometrias tem o
mesmo arranjo que aquela utilizada na eletropolimerizagdo do PPy e
descrita anteriormente, sendo composta por trés eletrodos conectados a
um potenciostato. Entretanto, utiliza-se nesta etapa o software Nova 1.5
gue permite dividir as medidas em duas etapas distintas, antes e apés o0s
incrementos de H,O, ou catecol, e trata-los de forma independente.

A solucdo onde serdo feitas as medidas amperométricas para o
biossensor ndo enzimatico é composta de H,SO, (Sigma-Aldrich) 0,1
mol.I" em meio aquoso (pH 1). J& para o biossensor enzimatico a
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solucdo utilizada para a realizagdo das medidas de cronoamperometria é
a solucdo tampéo fosfato de potassio 50 mmol.I"* (pH 6,5). O eletrodo
de trabalho é conectado ao potenciostato junto com os outros eletrodos e
entdo mergulhado em 50 ml dessa solugéo.

Com o auxilio de um agitador magnético, que sera responsavel
pela homogeneizacdo da solucdo apds cada adicdo do analito em
questdo, e com o potencial fixado em 0 V/SCE, aguarda-se 1800
segundos, a fim de que a corrente de fundo estabilize, antes de iniciar a
adicdo incremental de analito. Apds a corrente atingir um valor
estacionario, acréscimos fixos de analito sdo realizados na solucéo
receptora em intervalos de tempo fixos de 100 segundos durante 1200
segundos, sendo que para cada amostra sdo feitos aproximadamente 12
acréscimos (esses parametros podem ser mudados dependendo do tipo
de eletrodo ou medida que se deseja fazer).

Cada acréscimo de analito para o caso acima equivale a um
incremento fixo na solucdo total e representa uma elevagdo na corrente
proporcional ao acréscimo de analito realizado, atingindo a partir dai um
novo patamar estacionario de corrente e assim sucessivamente para 0s
acréscimos subsequentes (Figura 35).

3.6 ESPECTROSCOPIA DE IMPEDANCIA ELETROQUIMICA

As propriedades elétricas dos eletrodos foram caracterizadas pela
técnica de espectroscopia de impedancia eletroquimica, que fornece uma
resposta elétrica ap6s a aplicacdo de uma perturbacdo no sistema.

Os experimentos foram realizados numa cuba eletrolitica com
trés eletrodos conectados a um potenciostato. O software utilizado foi o
FRA (Frequency Ressonance Analyser).

Todas as medidas foram realizadas utilizando como eletrélito de
suporte uma solugdo tampdo fosfato de pH 6,5. Os intervalos de
frequéncia utilizados variam entre 100 kHz até 10 mHz e a amplitude do
potencial é de 10 mV. Ja os potenciais fixos foram escolhidos
dependendo de sistema em questdo e do objetivo da medida.

3.7 CARACTERIZACAO MORFOLOGICA DOS ELETRODOS
Os métodos de caracterizacdo utilizados estdo relacionados com
as diversas etapas do trabalho e vdo desde o controle de qualidade das

maéscaras coloidais até a caracterizacdo das estruturas poliméricas de
PPy.
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3.7.1  Microscopia Optica

A técnica de microscopia Optica foi utilizada no controle de
qualidade e reprodutibilidade das mascaras coloidais produzidas antes
de sua utilizacdo na eletropolimerizacdo do PPy. As mascaras coloidais
atuam como cristais fotbnicos que difratam a luz incidente sobre elas.
Pequenas alteracdes na espessura e ordenamento do cristal coloidal se
traduzem em intensas variagcbes na coloracdo da mascara, que Sao
facilmente detectaveis por microscopia Otica. Dessa forma o padréo de
cores observado para amostras semelhantes (mesmo nimero de camadas
e mesmo didmetro de esferas) é sempre igual.

O microscopio 6ptico utilizado nessas caracterizagcBes € um
Leica modelo DM4500 P, localizado no Departamento de Fisica da
UFSC e de carater multiusuario (Figura 50). O software para a aquisi¢do
de dados é o IM50 da Leica.

Figura 50: Microscépio éptico.
3.7.2  Perfilometria

Outra técnica empregada para a caracterizagdo morfologica dos
eletrodos foi a perfilometria, que permite identificar gradientes de
espessura ao longo da amostra, associando-os aos valores de carga
depositada.
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Para a realizacdo dessas medidas, é realizada uma varredura em
determinada regido da amostra onde exista uma parte do substrato
exposto (sem filme depositado) e outra parte com o filme depositado. O
perfil é tracado em forma de degrau, do filme depositado para o
substrato exposto (Figura 51). O perfildmetro utilizado neste trabalho €
um Bruker (modelo Dektak XT) de carater multiusuario e encontrado no
Departamento de Fisica da UFSC.

Filme depositado}——p——

Y (um) AY = espessura do filme

[ e Substrato sem filme
Dire¢do da varredura —————p

I 1 I I I I
X (um)

Figura 51: Tipica curva de perfilometria para a determinagéo das
espessuras de filmes finos.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo, serdo apresentados os resultados obtidos em
relacdo ao desenvolvimento, caracterizacdo e estudo de um biossensor
ndo enzimatico, para deteccdo de peroxido de hidrogénio, e um
biossensor enzimatico de tirosinase, para deteccdo de catecol, propostos
neste trabalho. O capitulo estd dividido, basicamente, em quatro partes
distintas. A primeira aborda a fabricacdo das mascaras coloidais e
plataformas poliméricas compactas e nanoestruturadas de PPy; segue-se
a analise, por espectroscopia de impedancia, das plataformas fabricadas.
Em seguida sdo apresentadas as medidas amperométricas relacionadas
com a deteccdo do perdxido de hidrogénio para o biossensor nédo
enzimatico, que envolvem a determinacdo da sensibilidade, linearidade,
tempo de resposta e estabilidade do eletrodo, assim como
caracterizages elétricas. Por fim sdo apresentados os resultados obtidos
para 0 biossensor enzimatico de catecol, em relacdo as medidas
amperomeétricas, com a enzima tirosinase ja imobilizada na estrutura
polimérica de PPy.

O objetivo principal deste trabalho envolve o desenvolvimento e
fabricacdo de uma estrutura polimérica nanoestruturada, onde sua nova
geometria, possa vir a ser um diferencial para a otimizagdo de
dispositivos na aplicagdo em biossensores.

41 ELETROPOLIMERIZACAO DO PPY

Inicialmente, diferentes potenciais de eletropolimerizacéo foram
testados a fim de verificar se a formacdo de depdsito ocorria a contento
tanto nos substratos planos como nos substratos recobertos com o cristal
coloidal. A Figura 52 mostra os transientes de densidade de corrente
obtidos em substratos planos. Para cada curva a densidade de corrente
registrada em t = 0 foi subtraida dos dados, a fim de realgar a escala
vertical. A dependéncia entre o patamar de densidade de corrente (sem
subtrair a corrente registrada para t = 0) e o potencial aplicado €
mostrada no detalhe da Figura 52 onde é possivel observar uma
dependéncia linear entre o aumento do potencial de eletropolimerizacdo
e a densidade de corrente registrada. Além disso, verificou-se que os
depositos eletropolimerizados em baixos valores de potencial
apresentaram baixa adesdo e homogeneidade. No potencial de
1,8 V/SCE as amostras nanoestruturadas apresentaram boa qualidade,
sendo esse, portanto, o potencial selecionado para a fabricacdo das
amostras.
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Figura 52: Transientes de corrente do processo de eletropolimerizagdo do PPy.

No processo de eletropolimerizacdo de filmes compactos sobre
Si tipo p, é possivel observar que o polimero cresce sobre o substrato a
partir dos limites da area eletroativa, ou seja, a partir das bordas da area
delimitada para a eletropolimerizacdo. Dessa forma, o filme possui ao
longo de sua superficie, um gradiente de espessura na direcdo radial,
com as maiores espessuras nas bordas dos filmes e as menores no centro
do filme. Apesar do gradiente de espessura das bordas, a area central do
filme tem espessura homogénea. Para as etapas de imobilizacdo da
enzima e realizagdo das medidas amperométricas, delimita-se no filme
uma area central ligeiramente menor, a fim de contornar o problema das
bordas.

A seguir (Figura 53a e Figura 53b) estdo representadas
caracterizacbes por microscopia Optica. O gradiente de espessura é
indicado pela mudanca gradativa da cor do filme (relacionadas com a
espessura do mesmo).

82



Medidas de perfilometria foram realizadas para determinar a
relagdo entre a espessura do filme e carga polimérica depositada, além
de estimar o grau de variacdo da espessura ao longo da superficie do
filme. Essas medidas foram realizadas para todas as cargas utilizadas
nesse trabalho, e apresentaram o6tima reprodutibilidade para todas as
amostras. As figuras a seguir relacionam as imagens de microscopia
oOptica (Figura 53a e Figura 53b) e medidas de perfilometria (Figura 53c
e Figura 53d), para as mesmas regides de uma mesma amostra, sendo 0s
filmes eletropolimerizados com uma carga de 5 mC.

C) 100 d) 100 -
—5mC_Centro
80 80 -
€ €
E 60t £ 60}
I I
3 4of 2 aof
N 20t S 20p — 5mC_Borda
0 of
0.0 0.1 0.2 0.3 00 ~ o1 0.2 0.3
Distancia (mm) Distancia (mm)

Figura 53: Imagens de microscopia dptica dos filmes compactos de PPy com
carga de 5 mC a) no centro da amostra e b) na borda da amostra.
Ampliacéo de 50x. ¢) Medida de perfilometria no centro e d) na borda.
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Das medidas de perfilometria acima, é possivel observar que o
polipirrol possui uma rugosidade muito baixa, em toda a superficie. Na
Tabela 5 estdo relacionados os valores de carga depositada, numa area
de 0,28 cm?, com as respectivas espessuras medidas por perfilometria no
centro e na borda das amostras. Os mesmos dados sdo mostrados na
Figura 54, que mostra uma relacéo linear entre a espessura do filme e
carga eletropolimerizada, tanto no centro como na borda da amostra.
Para as medidas realizadas no centro da amostra observa-se que nos
primeiros estigios de crescimento a razdo entre altura de filme e carga
eletropolimerizada, de (12,4 + 0,9) nm/mC, é um pouco menor que nos
estagios posteriores, quando aumenta ligeiramente para 15,2 £0,3)
nm/mC para espessuras acima de 9 nm. Pode-se considerar que nos
estagios iniciais ocorre o crescimento de uma estrutura mais compacta,
resultante do processo de nucleagdo do polimero sobre o substrato de Si.
O ajuste linear de todos os pontos d4 um valor médio de (14,8 +0,2)
nm/mC.

Carga Espessura centro Espessura borda

(mC) (nm) (nm)
1 6 12
3 25 33
5 50 72
7 77 103
9 90 125
11 135 190
20 260 385
30 410 470
40 560 760
50 730 885

Tabela 5: Relaco entre as cargas depositadas e espessuras dos filmes.
A area de deposicéo utilizada é de 0,28cm?.
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Figura 54: Espessura de filmes compactos de PPy medida por perfilometria em
funcéo da carga nominal de eletropolimerizacdo. Medidas realizadas no centro da
amostra (circulos abertos azuis) e na borda (tridngulos fechados vermelhos). As linhas
solidas e tracejadas séo ajustes realizados para determinar a taxa de crescimento,
conforme indicado nas legendas.

O mecanismo de polimerizagdo proposto no Capitulo 2 envolve
2,33 elétrons (n) por unidade pirrolica, cuja massa molar M, €
67,09 g/mol. Assumindo um valor médio para a densidade p do
polipirrol de 1,46 g/cm® pode-se calcular a relacdo entre a espessura h
do dep6sito e a carga nominal Q de eletropolimerizacéo:

S pNyne !

O valor médio experimental de 14,8 nm/mC est4d um fator 2
acima da previsdo teérica. Pelo menos dois fatores podem estar
contribuindo para a discrepancia. Por um lado, nas medidas de
perfilometria ndo se tomou nenhum cuidado especifico quanto ao
processo de secagem da amostra, que pode ainda conter moléculas de
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agua incorporadas que diminuem a densidade efetiva do depdsito. De
outro, é necessario considerar que a eletropolimerizacgdo foi efetuada em
potencial anddico de 1,8 V/SCE. Neste potencial, reacdes paralelas de
oxidacdo (do eletrdlito, por exemplo) podem ocorrer, liberando prétons
que acidificam o meio e promovem a polimeriza¢do quimica do pirrol
(113). Neste caso, o valor n “efetivo” de elétrons transferidos por
unidade pirr6lica seria menor. A concordancia com os dados
experimentais, neste caso, resultaria num n “efetivo” de 1,15, em
concordéncia com valores encontrados na literatura (113).

As medidas de perfilometria também indicam que com o
aumento da espessura, ocorre um aumento progressivo da rugosidade do
depésito polimérico, conforme se depreende da Figura 55, que mostra a
superposi¢do do perfil de rugosidade das amostras com 5, 30 e 50 mC
de carga.

—5mC
6 —30mC
— 50mC
3
E
£
% /
OWMMW\M/WVWW\/
|||||||||| | IR S S S U N N U S S S S S U ST SR U NS S R S S R
0.37 0.38 0.39 0.40 0.41

Figura 55: Rugosidade dos depositos compactos de polipirrol
para diferentes cargas de eletropolimerizagéo.
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42 CONFECCAO DE MASCARAS COLOIDAIS

Uma vez que um dos objetivos deste trabalho consiste em se
determinar como a geometria da nanoestruturacdo do polimero
influencia na resposta do biossensor, é imprescindivel que as mascaras
coloidais sejam bem ordenadas e tenham espessura homogénea, a fim de
que o subsequente processo de nanoestruturagdo também ocorra de
forma homogénea.

A Figura 56 exibe, a titulo de contra-exemplo, imagens de
microscopia oOptica de mascaras coloidais com espessura ndo
homogénea. Os fendmenos de interferéncia com luz visivel que ocorrem
em uma mascara coloidal com ordenamento periédico permitem
distinguir muito claramente as regides de monocamada, bicamada, etc,
das regibes com o substrato a descoberto. Em (a) vé-se, por exemplo,
uma mascara com recobrimento incompleto: as 4areas brancas
correspondem ao substrato de silicio e a area laranja corresponde a
presenca de uma monocamada ordenada de esferas. Em (b) observa-se a
formagdo de uma segunda camada incompleta (mais escura) sobre a
regido de monocamada (mais clara). Regides com diferentes espessuras
tém taxas de polimerizacdo distintas, resultando em filme com
morfologia irregular. Por isso, somente mascaras de espessura
homogénea foram utilizadas neste trabalho.

caras coloidais de
péssima qualidade com a) regides com o substrato descoberto e b)
formacéo de uma segunda camada incompleta.
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A Figura 57, Figura 58 e Figura 59 mostram imagens de
microscopia Optica das mascaras coloidais utilizadas na fabricagdo dos
dois biossensores propostos neste trabalho. As imagens referem-se a
mascaras produzidas a partir de esferas de poliestireno, com didmetros
de 476 nm, 535 nm, 600 nm, 250 nm e 756 nm, respectivamente. As
condi¢des do microscopio sdo as mesmas para todas as amostras.

476 nm

Figura 57: Imagens de microscopia dptica das monocamadas de esferas
de poliestireno com 476 nm de diametro. Ampliacdo de 50x.

535 nm 600 nm

| O

» % _A\ .. - =

Figura 58: Imagens de microscopia optica das monocamadas de esferas de
poliestireno com 535 nm e 600 nm de didmetro. Ampliacéo de 50x.
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Figura 59: Imagens de microscopia Optica das monocamadas de esferas de
poliestireno com 250 nm e 756 nm de didmetro. Ampliac&o de 50x.

Das imagens anteriores, é possivel observar que as mascaras
apresentam homogeneidade muito boa em grande parte da amostra. A
diferenca de cores das imagens, das méascaras com esferas de diferentes
diametros, deve-se a fendmenos de interferéncia, que sdo sensiveis a
periodicidade da rede (relacionadas ao diametro das esferas). Esse é um
bom método para analisar a qualidade das méscaras, utilizando apenas
um microscopio 6éptico e considerando o padrdo de cores refletido. As
regides com cores diferentes indicam a presenga das chamadas “ilhas”
ou buracos. Chamamos de “ilhas”, as regides onde ocorre a formacgao de
uma segunda camada de esferas. Buracos sdo regibes de falhas no
ordenamento, que deixam o substrato de silicio exposto. Mascaras de
boa qualidade sdo aquelas onde as regides com ilhas e buracos
representam menos de 10 % da éarea.

43 NANOESTRUTURACAO DO PPY

As monocamadas coloidais foram utilizadas como substrato na
eletropolimerizagdo  do  pirrol, resultando em  plataformas
nanoestruturadas com diferentes espessuras, ou seja, diferentes
morfologias. As estruturas de PPy resultantes apresentam O6tima
qualidade para todos os didmetros de esferas utilizados. Observa-se que
as estruturas possuem ordenamento hexagonal, sendo que as mesmas
foram obtidas em grandes areas. Nota-se, além disso, a inexisténcia dos
efeitos de borda que haviam sido observados no caso do eletrodo plano.
De fato, este deveria ser um fato esperado quando se considera que as
esferas de poliestireno atuam como inclus@es isolantes, da mesma forma
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gue a fita isolante que delimita a area eletroativa. Portanto, para o
eletrodo nanoestruturado a “concentragdo” de linhas de campo que
ocorre na interface isolante/metal, e que é responsavel pelo efeito de
borda, estd homogeneamente espalhada por todo o substrato.

Para este trabalho selecionamos basicamente trés tipos de
morfologia, correspondendo a (i) h< R; (ii) h ~ R; (iii) h < 2R. O
controle da morfologia € realizado pelo controle da carga de
eletropolimerizacdo. Subsequentemente as esferas de PS sdo
seletivamente removidas por dissolugdo em tolueno.

A caracterizacdo em detalhes da morfologia das estruturas foi
realizada com o microscopio eletrénico de varredura de alta resolucdo
(FEG-SEM) (JEOL, modelo JSM-6701F) do Laboratério Central de
Microscopia Eletrénica (LCME) da UFSC, que permite maior
profundidade de foco.

(756 nm, 3 mC)

Figura 60: Imagens de FEG com diferentes magnifica¢fesdas nanoestruturas
de PPy produzidas a partir de esferas de 756 nm de didmetro e carga de 3mC.

As micrografias da Figura 60 sdo referentes a nanoestruturas
produzidas a partir de esferas de 756 nm de didmetro e carga depositada
de 3 mC, com nivel de preenchimento muito abaixo do equador das
esferas, no inicio do crescimento polimérico. E possivel observar que o
polipirrol recobre homogeneamente o substrato de silicio e também
comeca a formar uma membrana que cresce ao redor de cada esfera
(calota). A partir das imagens da Figura 60 é possivel medir a
periodicidade efetiva das esferas, em torno de 718 nm, ou seja, cerca de
95% do didametro nominal das esferas. O anel mais claro que circunda as
mesmas permite estimar a espessura da calota esférica pirrdlica, em
torno de 30 nm. Além disso, seu didmetro indica que a calota esférica
tem uma altura de 93 nm, ou seja, 0,26R. A partir dessas dimensoes
pode-se estimar o volume de pirrol que estd nanoestruturado em forma
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de calotas. Assumindo que a taxa inicial de crescimento do polipirrol é
de 12,4 nm/mC, infere-se o volume total de pirrol eletropolimerizado.
Ao descontar deste o volume de material em forma de calota, chega-se a
uma estimativa da espessura da camada de pirrol que reveste o silicio,
gue também € de 30 nm. Conclui-se, portanto, que o pirrol comeca a
crescer a partir do substrato de silicio passando depois a envolver as
esferas com uma camada de espessura homogénea que se estabiliza em
torno de 30 nm. Esse modelo de crescimento esta esquematizado na
Figura 61. Trabalho anterior (11) ja havia mostrado que o pirrol cresce
de forma conformacional, envolvendo as esferas com uma calota com
espessura de dezenas de nandmetros. No entanto, ndo foi possivel a
época, obter dados quantitativos. Gragas ao uso do microscopio FEG-
SEM, podemos, agora, determinar com boa precisdo o mecanismo de
crescimento do depdsito.

Depésito de PPy
nas paredes das Espagovazio
esferas de PS anteriormente ocupado

Depésito de PPy pelasesferas de PS

no substrato de
silicio

Substratode Si

Figura 61: Modelo de crescimento conformacional para o polipirrol.

Na Figura 62 a mascara coloidal é preenchida com 5 mC. Fica
evidente a alta homogeneidade das plataformas, e a alteracdo da
morfologia dos alvéolos de polipirrol, que assumem uma geometria
hexagonal. A periodicidade efetiva da estrutura fica em torno de 737
nm, ou seja, 97% do didmetro nominal das esferas. A espessura das
paredes pirrélicas é de (26 + 6) nm. Pelas dimensdes dos hexagonos
infere-se que calota alcangou 272 nm de altura, ou 0,74R. A diferenca
entre o volume total de pirrol eletropolimerizado e o volume das calotas
permite inferir que a espessura do dep6sito que recobre o silicio
aumentou para 49 nm.
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(756 nm =5 mC)

Figura 62: Imagens de FEG com diferentes magnificacbes das
nanoestruturas de PPy produzidas a partir de esferas de 756 nm de
didmetro e carga de 5 mC.

Na Figura 63 as amostras com carga depositada de 7 mC, para
esferas de 756 nm de didmetro, representam um depoésito até
aproximadamente o equador das esferas. A periodicidade medida é de
726 nm, que representa 96% do didmetro nominal das esferas. A
espessura das paredes fica em torno de (19 + 2) nm e a altura da calota
corresponde a 0,87R, ou seja 316 nm. Nesse nivel, é possivel observar o
surgimento de pequenos v&os entre as esferas, que estdo relacionados
com o crescimento conformacional do pirrol.
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00,000 WD 65mm

Figura 63: Imagens de FEG com diferentes magnificacfes das
nanoestruturas de PPy produzidas a partir de esferas de 756 nm de
diametro e carga de 7 mC.

As micrografias a seguir representam, analogamente as
anteriores, diferentes niveis de preenchimento para esferas de 476 nm de
didmetro.

(476 nm —1 mC)

Flgura 64: Imagens de FEG com dlferentes magnlflcgoes das
nanoestruturas de PPy produzidas a partir de esferas de 476 nm de
didmetro e carga de 1mC.
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(476 nm —3 mC)

E i

Figura 65: ens de FEG com diferentes agnifige das
nanoestruturas de PPy produzidas a partir de esferas de 476 nm de
didmetro e carga de 3 mC.

100nm

L ¢

15.0kV X150, 100nm

Figura 66: Imagens d EG com diferentes agnifica(;e das
nanoestruturas de PPy produzidas a partir de esferas de 476 nm de
didmetro e carga de 5 mC.
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A Figura 67 ilustra uma amostra onde, o crescimento
polimérico ocorreu até acima do equador das esferas. Observa-se que a
abertura das esferas fica bastante reduzida e que a estrutura interna
dessas plataformas é oca. A morfologia j& ndo apresenta a mesma
regularidade das estruturas anteriores.

(476 nm —7 mC)

15.0kV ND 6 4mm LCME SEI 150KV

] Figura 67: Imagens de FEG com diferentes magnifica¢fes das
nanoestruturas de PPy produzidas a partir de esferas de 476 nm de
diametro e carga de 7 mC.
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4.4  ANALISE POR ESPECTROSCOPIA DE IMPEDANCIA
ELETROQUIMICA: FILMES COMPACTOS VS.
NANOESTRUTURADOS

Medidas de impedancia eletroquimica (EIS) foram realizadas
com o intuito de investigar como as diferentes morfologias afetam as
propriedades elétricas das plataformas poliméricas. Durante as medidas
de impedanciometria observou-se que as propriedades elétricas das
amostras evoluem no tempo, devido ao processo de envelhecimento do
pirrol, fenbmeno ja relatado na literatura (114). Portanto, para cada
pardmetro que foi variado, tomou-se o cuidado de se manter as mesmas
condi¢des de preparo e tempo decorrido entre a fabricagdo do substrato
e a tomada de dados. Os conjuntos de medida abaixo elencados
apresentam, portanto, consisténcia interna, mas ndo cabem comparagdes
entre grupos diferentes de medidas, visto que o tempo decorrido entre
fabricacdo e a medida pode ser diferente.

A influéncia dos seguintes parametros foi investigada:

A) influéncia da voltagem de eletropolimerizacdo em filmes

compactos com 5 mC de carga nominal;

B) influéncia da espessura em filmes compactos com carga
nominal variando entre 5 e 35 mC, eletropolimerizados em
1,8 VISCE;

C) influéncia da espessura em filmes compactos com carga
nominal variando entre 1 e 9 mC, eletropolimerizados em
1,8 VISCE;

D) influéncia do nivel de preenchimento em filmes
nanoestruturados a partir de esferas de 476 nm de didmetro,
com carga nominal variando entre 1 e 9 mC,
eletropolimerizados em 1,8 V/SCE;

E) influéncia da espessura em filmes compactos sem
nanoparticulas de Pt com carga nominal variando entre 1 e
9 mC, eletropolimerizados em 1,8 VV/SCE;

F) influéncia da espessura em filmes compactos com
nanoparticulas com carga nominal variando entre 1 e 9 mC,
eletropolimerizados em 1,8 V/SCE.

G) Influéncia da adigdo de nanoparticulas de Pt em filmes
nanoestrutrados a partir de esferas de 476 nm de didmetro
(1 mC).
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Vale lembrar que para as séries A, B, C e D foram medidas em
solucdo tampdo fosfato de potéssio, enquanto que as séries E, F e G
foram medidas em eletrélito de H,SO,.

As figuras a seguir trazem um panorama geral de todos 0s
conjuntos de medidas, representados na forma de graficos de Bode, ou
seja, médulo da impedancia (primeira coluna) e angulo de fase (segunda
coluna) em funcéo do logaritmo da frequéncia. Os gréficos de angulo de
fase mostram claramente que existem dois processos de transporte
ocorrendo em diferentes faixas de frequéncia: um processo lento, na
faixa de 0,1 a 10 Hz e outro processo rapido em frequéncias acima de
1kHz. Ambos sdo caracterizados por maximos do angulo de fase, bem
resolvidos no dominio das frequéncias, que podem ser descritos, cada
qual, por uma combinacdo em paralelo de um resistor R e um elemento
capacitivo Q. A fim de identificar a origem de cada um desses
processos, vamos analisar cada série de medidas em separado.

Série A
100
L L = VvV 1,0V
* Vpol 1OV % pol
80 - " Vpo 14V
. = Vpo L4V =~ 7 .ﬁ Vo 1.6 V
3 s, Vpol 1.6 V 38/ f - VPO L8V
", " Vpol L8V 8 oor g o pol -
L} o 50 I L]
L] be] = -
L . = = ]
L B o 40r, ul -
"5 > - L] .l
5 > S0p I -
S 20f S m
PPy compacto ol PPy compacto | s
10° 10* 10° 10' 10° 10° 10° 10° 107 10" 10° 10' 10° 10° 10° 10°
Frequéncia (Hz) Frequéncia (Hz)

Figura 68: Série A: Filmes de PPy compacto de mesma espessura
(Q =5 mC) eletropolimerizados em diferentes potenciais.
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Figura 69: Série B: Filmes de PPy compacto com diferentes
espessuras eletropolimerizados em potencial 1,8 V.
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Figura 70: Série C: Filmes de PPy compacto com diferentes
espessuras eletropolimerizados em potencial 1,8 V. Espessuras

menores.
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Figura 71: Série D: Filmes de PPy nanoestruturados com
diferentes espessuras eletropolimerizados em potencial 1,8 V.
Série E
90
o 1 mC sem NPPt
3 %q:q% ? Lme sem NPPY B0 5 5mC sem NPPt
i“ttttt% 9 mC sem NPPt 704 9 mC sem NPPt D%
) o L
L = o 60 - o
ﬁ%m%%u 8 50+ - EE;
Eqiﬁﬁmz%%ai 8 40
3 °
5] S 30+
h 3
PPy compacto =y « 20
3 = 10}
il i v v ol ol 0 bt ot et il it i
10?2 10" 10° 10' 10° 10° 10° 10° 10 10" 10° 10 10° 10° 10* 10°

Frequéncia (Hz)

Freqguéncia (Hz)

Figura 72: Série E: Filmes de PPy compactos com trés espessuras
especificas eletropolimerizados em potencial 1,8 V, sem nanoparticulas.

99




12l (©)

121 (©)

10°

10*

10°

10°

Série F

L t\‘-. PPy compacto
L}
f | = 1mC com NPPt
= 5mC com NPPt
9 mC com NPPt

107 10" 10° 10' 10*° 10° 10 10°

Frequéncia (Hz)

Figura 73: Série F: Filmes de PPy compactos com trés espessuras

90
80
70

(2]
o

lo de fase(°)
w B an
o o o

N
o

-angu

=
o o

1 mC com NPPt
= 5mC com NPPt

[ 9chomNPPt-"".':."'

Frequéncia (Hz)

especificas eletropolimerizados em potencial 1,8 \V, com nanoparticulas.

Série G

o

o Nano 1 mC sem NPPt

i 'EEJ\':-‘ano 1 mC com NPPt
o
o
O
o

Frequéncia (Hz)

fo2}
o

lo de fase(°)
5 8

-angu
N W
o O

[
o O

o Nano 1 mC sem NPPt
= Nano 1 mC com NPPt

o o
o

" oy

Y

Frequéncia (Hz)

Figura 74: Série G: Filmes de PPy nanoestruturados com mesma carga
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Na série A sdo comparadas amostras com mesma carga de
polimerizacdo que devem, a principio, possuir a mesma espessura.
Observa-se que 0 moédulo da impedancia e o angulo de fase ndo se
alteram na regido de baixas frequéncias para todas as amostras. Um
comportamento diferenciado no mddulo de impedancia surge apenas no
patamar que separa 0s dois processos, relacionado com a resisténcia R
do processo rapido e que neste caso diminui com o aumento do
potencial de eletropolimerizacdo. Sabe-se de trabalhos anteriores do
grupo (8) que com o aumento do potencial de sintese o depdsito de
polipirrol fica mais rugoso. A rugosidade do filme aumenta a &rea
especifica da interface polimero/eletrdlito, com consequente diminui¢&o
da resisténcia de transferéncia de carga. Pode-se, assim, associar o
processo rapido com a interface polimero/eletrélito.

O mesmo efeito é observado nas séries B e C, que comparam
filmes de diferentes espessuras. Observa-se novamente que o patamar de
impedancia diminui com o aumento de espessura, que esta, por sua vez,
diretamente relacionado com o aumento da rugosidade (ver Figura 55).
No entanto, verifica-se que o efeito da rugosidade sobre o patamar de
impedancia satura para cargas superiores a 15 mC. Por outro lado,
observa-se na série B que o médulo de impedancia em toda a faixa de
baixas frequéncias diminui com a espessura de forma monotonica.
Podemos, portanto, correlacionar o processo observado em baixas
frequéncias com o transporte i6nico que ocorre dentro da estrutura
porosa do polimero.

No caso das plataformas nanoestruturadas (série D) o patamar
de impedancia do processo rapido tem um valor minimo quando a altura
do deposito atinge o equador das esferas. Quando os alvéolos de pirrol
continuam a crescer e passam a se fechar novamente, o patamar de
impedancia volta a aumentar, ultrapassando, inclusive, os valores
iniciais. Trata-se de um resultado surpreendente, pois esperava-se que 0
aumento da superficie dos alvéolos, conforme visto nas micrografias
MEV, contribuisse para a diminuicdo da resisténcia da interface. O fato
da impedancia voltar a aumentar, quando os alvéolos ultrapassam a
linha do equador, comecando a se fechar, indica que, aparentemente, a
area de contato efetivo entre o polipirrol e o eletrélito restringe-se a
camada superior dos alvéolos, conforme esquematizado na Erro! Fonte
e referéncia ndo encontrada.. Reforga-se, portanto, a interpretacdo de que
0 processo em altas frequéncias esta relacionado com a morfologia da
interface entre o polipirrol e o volume do eletrélito, e que quanto maior
for a &rea desta interface, menor serd a resisténcia para a transferéncia
de carga. Por outro lado, verifica-se, ao comparar as séries C e D, que a

101



nanoestruturagdo, para um mesmo volume de  material
eletropolimerizado, aumenta a resisténcia por um fator que varia de 17 a
300, o que pode estar relacionado ao crescimento confinado do pirrol
dentro do molde, que gera membranas pirrélicas de baixa rugosidade.
Portanto, a nanoestruturagdo dos eletrodos afeta primordialmente a
interface externa do polimero com o eletrdlito.

Area de contato efetivo
PPy/eletrdlito

Area de contato efetivo

/ \é v \/ v \ \F’Z_/eletrélito

Area de contato efetivo
PPy/eletrélito

Figura 75: Plataformas nanoestruturadas com diferentes niveis de
preenchimento e &rea de contato efetivo entre o polipirrol e 0
eletrolito.

As séries E e F mostram o efeito provocado pela imobilizagao de
nanoparticulas de Pt sobre o filme de polipirrol compacto. Conforme
descrito no Capitulo 2, as nanoparticulas de Pt estdo dispersas no
dendrimero poli (amido amina) (PAMAM), onde permanecem estaveis e
ndo se aglomeram. Sendo uma matriz isolante, a adsorcdo de PAMAM
aumenta a impedancia do sistema, conforme observado na figura e
relatado indmeras vezes na literatura (115).

Finalmente, a série G mostra que também para um filme
nanoestruturado, a adicdo da matriz isolante com NP de Pt provoca o
aumento da impedancia da estrutura.

A fim de se obter mais informacGes acerca dos sistemas
investigados deve-se analisar em separado a representacdo logaritmica
das partes real e imaginéria da impedancia em fungéo do logaritmo da
frequéncia. Os tempos caracteristicos de processos de transporte
descritos por associacfes em paralelo de resistores e capacitores sao
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caracterizados por um maximo no grafico de 10g(Zimag) em funcéo do
logaritmo da frequéncia. A assintota desse maximo, pelo lado de altas
frequéncias, fornece o valor de n do elemento de fase constante (CPE)
gue substitui o capacitor quando o sistema é descrito por uma
distribuicdo de tempos caracteristicos. Por outro lado, as resisténcias
envolvidas no processo podem ser obtidas a partir das assintotas no
grafico de log(Za) vs.log(freq.). As figuras a seguir exibem ambas as
representacdes para todas as séries investigada.

Série A
5| S L
10°F 10 S~ Vpol 1OV
—+=Vp 1,0V .
pol 4 - -— Vg 1,4V
pol +
10k — = Vpol 14V 10"t Vool 1.6V
Vpol 1,6 V ~
—_ pol & —=Vpol L8V
=) —-=Vpol 1.8V =
< 10°F g 10¢
3 £
N N
1 102
107
10" b L L L . . L L 10" » " . " . " . "
10% 10" 10° 10° 10° 10° 10* 10° 107 10" 10° 10' 10° 10° 10* 10°
Frequéncia (Hz) Frequéncia (Hz)

Figura 76: Série A: Filmes de PPy compacto de mesma espessura (Q =5 mC)
eletropolimerizados em diferentes potenciais.
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Figura 77: Série B: Filmes de PPy compacto com diferentes espessuras
eletropolimerizados em potencial 1,8 V.
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Figura 78: Série C: Filmes de PPy compacto com diferentes espessuras
eletropolimerizados em potencial 1,8 V. Espessuras menores.
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Figura 79: Série D: Filmes de PPy nanoestruturados com diferentes
espessuras eletropolimerizados em potencial 1,8 V.
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Figura 80: Série E: Filmes de PPy compactos com trés espessuras especificas
eletropolimerizados em potencial 1,8 V, sem nanoparticulas.
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Figura 81: Série F: Filmes de PPy compactos com trés espessuras especificas
eletropolimerizados em potencial 1,8 V, com nanoparticulas.
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Figura 82: Série G: Filmes de PPy nanoestruturados com mesma carga
eletropolimerizada em potencial 1,8 V, com e sem nanoparticulas.
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Novamente, num panorama geral, as seguintes constatacfes sdo

realizadas:

(i)

(i)

(iii)

(iv)

v)

Somente nas séries C e D é possivel verificar um valor
assintético para a resisténcia do eletrolito, que ficou em
torno de 30 Q (amostras compactas) e 27 Q (amostras
nanoestruturadas). Nas demais séries a faixa de
frequéncia varrida ndo foi suficiente para se atingir 0s
valores assintdticos para a resisténcia total do sistema
(baixas frequéncias) e para a resisténcia do eletrolito
(altas frequéncias). Em trabalhos futuros sera necessario
realizar uma medida independente da resisténcia do
eletrolito, a fim de reduzir o nimero de parametros
indeterminados.

O processo de transferéncia eletrbnica que ocorre na
interface externa do polimero/eletrdlito encontra-se
suficientemente bem descrito somente para as séries D,
E, F e G, que sdo séries de amostras nanoestruturadas.
Para estas séries a faixa de frequéncias varrida foi
suficiente para mapear todo o processo. Nas demais
séries 0s tempos caracteristicos do processo sdo muito
curtos e inacessiveis & faixa de frequéncia varrida. A
determinacdo de parametros precisos que descrevam 0
processo fica, portanto, comprometida.

O processo lento, associado a difusdo idnica no interior
do polimero ficou bem determinado nas séries A, C e E,
gue se referem a amostras compactas e finas. A série B,
de filmes compactos espessos, apresentou um
comportamento mais complexo, que ndo pode ser
descrito por uma combinacdo em paralelo simples de
resistor e CPE.

Em cada série, a titulo de simples referéncia, valores de
resisténcia Zpammar, para um valor fixo de frequéncia
situado na regido de patamar foram extraidos dos
gréaficos da primeira coluna (gréficos a esquerda).
Quando viavel, valores de frequéncia caracteristica de
cada processo foram determinados a partir dos graficos
da segunda coluna (graficos a direita).
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A Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada. compila todos os
ardmetros experimentais extraidos das figuras anteriores. Os valores de
capacitancia ndo estdo representados em fungdo da area do eletrodo,
pois foram encontradas certas dificuldades em relacionar a area dos
eletrodos compactos com os nanoestruturados, devido sua porosidade.

PROCESSO LENTO PROCESSO RAPIDO
série amostra fcarac ny Cl ZZ fcarac ng CZ
(Hz) | *0,003) | WF) | (@ (kHz) | (£0,003) | (uF)
1,0V ~ 0,905 4617 | 175 19,40 | - -
A 0,23
C,@100 14V - - 4462 | 116 3723 | - -
Hz 1,6V - - 4411 || 93 5502 | - -
Z,@1kHz [ 18V - - 4633 | 82 ~98,48 | - -
5mC — no CPE | 4,024 [ 400 10,95 | - =
B 10 mC noCPE | 4,231 | 155 31,16 | - =
C.@100 15mC no CPE | 4,851 | 125 3339 | - -
Hz 20 mC no CPE | 5,154 | 117 4277 | - =
Z,@1kHz [25mC noCPE | 6,384 | 105 4389 | - =
30 mC noCPE | 6,691 | 98 3261 | - =
35mC noCPE | 7,273 | 97 43,02 | - =
1mC <7 0,846 3,729 | 534 2,73 0,841
C 3mC <1 0,893 3,686 | 502 4,96
C.@100 5mC <0,3 0,901 4,313 || 332 9,15
Hz 7mC 0,924 4474 || 159 25,8
Z,@1KkHz ["9gmC 0,910 4,963 | 93 49,0
1 mC 0,873 12,79 [ 10072 | 0,070 [ 0,885 0,164
D 3mC 0,874 12,12 | 4103 | 0,193 | 0,938 0,184
C,@100 5mC 0,891 2335 | 1732 | 0,981 | 0545 0,144
Hz 0,893
Z,@1kHz [ 7mC 0,861 1456 | 8924 | 0,139 | 0,935 0,120
C2@10kHz [TgmC 0,838 10,41 | 21850 | 0,032 | 0,939 0,146
1 mC 0,616 5300 | 0,651 | 0,865
E 5mC 0,880 1949 | 2,308 | 0,885
Z,@100Hz | 9 mC 0,878 1103 | 4,841 | 0,836
1 mC 0,712 67016 | 0,024 | 0,839
F 5mC 0,795 20289 | 0,108 | 0,874
Z,@10Hz [ 9mC 0,769 6850 | 0,430 | 0,903
G sem NP 0,880 9463 | 0,173 | 0,701
Z,@10Hz | com NP 0,807 41627 | 0,019 | 0,762

Série A: compacto; 5 mC; var. V ; Série B: compacto; Vp,=1,8 V ;
Série C: compacto; V=18 V ; Série D: nano; V=18 V;
Série E: compacto; sem NP ; Série F: compacto; com NP ;
Série G: nano; 1mC.

Tabela 6: Compilacao dos parédmetros experimentais extraidos da Figura 71.
108



Como principais conclus@es observa-se que:

(i)

(i)

(iii)

(iv)

v)

(vi)

(vii)

O processo de transferéncia eletrbnica que ocorre na
interface externa do polimero é muito suscetivel as
condicbes de preparacdo, visto que filmes de mesma
espessura, medidos em condi¢cbes semelhantes
(comparar, por exemplo, série A-1,8V e B-5mC), podem
apresentar variagdes de Zpama de uma ordem de
grandeza.

Por outro lado, existe uma correlagéo direta entre Zpaeamar
e frequéncia, conforme mostrado na Erro! Fonte de
eferéncia ndo encontrada.. A razdo K entre o logaritmo
das duas grandezas varia ligeiramente em funcdo do
eletrélito utilizado nas medidas, conforme indicado pelas
linhas tracejadas no gréfico. Essa correlagdo evidencia
gue em todos 0s casos estd-se observando 0 mesmo
fendmeno, qual seja, a transferéncia eletrbnica entre a
camada externa do PPy e o eletrdlito.

O (suposto) aumento da rugosidade propiciado, ou pela
eletropolimerizagdo em potenciais mais altos, ou pelo
aumento da espessura do depdsito gera um aumento
modesto da impedéancia da interface externa de até 4
vezes.

Por outro lado, a mesoestruturacdo propiciada pela
litografia de nanoesferas afeta de maneira muito mais
significativa a impedancia da interface (até 12 vezes). A
suposicdo que tal fendbmeno se deva a baixa rugosidade
do Ppy nanoestruturado precisa ser verificada.

O filme nanoestruturado até o equador da série D
apresenta, na regido intermediaria de frequéncia (entre
15 e 50 Hz) um processo difusivo, a julgar pelo baixo
valor de n = 0,545 obtido nessa faixa.

O filme mais fino, de 1 mC, da série C também apresenta
um comportamento distinto dos demais de sua série. Vé-
se no grafico da parte imaginaria da impedancia que a
curva mostra uma inflexdo para cima, que sugere que
neste caso o sistema se comporta como um resistor em
série com um elemento capacitivo.

O mesmo ocorre para o0s filmes da série A.
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Figura 83: Correlacdo entre patamar de impedancia e frequéncia.

A fim de se explicitar o comportamento da capacitancia, as
figuras a seguir trazem os gréficos da capacitancia efetiva em funcgéo da
frequéncia para todas as séries investigadas. Nesses graficos, a regido de
alta frequéncia referente a um determinado processo reativo €
representado pela presenca de um patamar que indica o valor efetivo da
capacitancia efetiva referente a esse processo. A partir das figuras a
seguir verifica-se que:

(i)

(ii)

Para os filmes poliméricos compactos das séries A, B e
C observa-se somente um patamar de capacitancia,
localizado na faixa de 100 Hz, que corresponde a
capacitancia efetiva do processo lento, relacionado a
difuséo do eletrélito nos poros do polimero.

Para os filmes nanoestruturados da série D observam-se
dois patamares de capacitancia: um em torno de 10
kHz, que se refere ao processo rapido que ocorre na
interface externa da estrutura, e outro localizado em
torno de 1 Hz, que se refere ao processo que ocorre no
interior do polimero.
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(iii) Para as demais séries observam-se duas regides de
menor inclinacdo, embora ndo possam ser tomadas
como patamares de capacitancia, pois variam de forma
ndo desprezivel.

Os valores de capacitancia registrados nos patamares citados

das séries A, B, C e D também estdo compilados na Erro! Fonte de

eferéncia nao encontrada..
Série A Série B
" Vpg 10V
10°L "'-._ = Vpoi 14V 104l PPy compacto
n
5 Vpot 1.6 V
1050 = Vpot 18V 10°k
5 - =
(@) o =N 8 -6 "
10°} - 10°F
0
PPy compacto LT .
W07 - L7y .""h..
A iiid ol o+ o+ ool sl vl N _ d
10° 10% 10" 10° 10' 10° 10° 10° 10° 10° 1010,2 00 10 100 108 10° 10° 10° 10°
Frequéncia (Hz) Frequéncia (Hz)
Série C Série D
- = 1mC
i = 3mC 0% . émg
E 5me 5mcC
Lo = 7mC i s 7mC
10°F 9me 10°F amc
% % -
L
© 10°F . o ey
LT 10°F -
1 - -.I
107 PPy compacto 1."::_ ".-'5__
" 107} | PPy nano 476 nm | T —7s
10° 10° 10" 16° 16" 16° 10° 10° 10" 10° 10° 1:)'2 1(‘)'1 1M0° 1Mo1 foz 1M03 1Mo“ fos 10°
Frequeéncia (Hz) Frequéncia (Hz)

Figura 84: Gréficos da capacitancia efetiva em funcéo da frequéncia.
Série A: Filmes compactos de mesma espessura eletropolimerizados em 1,8 V.
Série B: Filmes compactos de diferentes espessuras eletropolimerizados em 1,8 V.
Série C: Filmes compactos de espessuras menores eletropolimerizados em 1,8 V.
Série D: Filmes nanoestruturados de diferentes espessuras eletropolimerizados em 1,8V.
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Figura 85: Gréficos da capacitancia efetiva em funcéo da frequéncia.
Série E: Filmes compactos de diferentes espessuras, eletropolimerizados em
1,8V, sem NPPt.

Série F: Filmes compactos de diferentes espessuras, eletropolimerizados em
1,8V, com NPPt.
Série E: Filmes nanoestruturados com mesma carga eletropolimerizada em 1,8

4.4.1 Determinacgdo dos parametros de circuito equivalente
Finalmente, mostramos, nas figuras a seguir, a representacdo da
impedancia no plano complexo (Diagrama de Argand), que é a forma
mais disseminada na literatura. Esta representacdo foi utilizada para se
obter valores ajustados para os parametros de resisténcia e capacitancia
dos dois processos reativos observados nas séries investigadas.
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Figura 86: Série A: Filmes de PPy compacto de mesma espessura (Q =5 mC)
eletropolimerizados em diferentes potenciais (Vpor).
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Figura 87: Série B: Filmes de PPy compacto com diferentes espessuras
eletropolimerizados em potencial 1,8 V.
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eletropolimerizados em potencial 1,8 V. Espessuras menores.
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espessuras eletropolimerizados em potencial 1,8 V.
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Para todas as séries realizou-se uma estimativa dos parametros
de circuito equivalente para cada processo em separado. As estimativas
se baseiam em um circuito reativo simples com CPE e tém valor
qualitativo. Os valores dos parametros obtidos a partir das estimativas
serdo mostrados no Apéndice.

Para as séries C e D realizou-se também um ajuste mais
elaborado, baseado em circuitos equivalentes especificos, que serdo
descritos adiante, com o intuito de descrever simultaneamente os
processos observados em todas as faixas de frequéncia.

Tanto as estimativas como 0s ajustes foram realizados com
aplicativos do préprio equipamento (FRA-Autolab) e outros (LEVM)
(REREFENCIA). Nas figuras que se seguem, as linhas solidas
representam as curvas teéricas derivadas das estimativas e ajustes.

Série A: Influéncia da voltagem de eletropolimerizacdo em
filmes compactos com 5 mC de carga nominal.

Na Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada. (série A) nota-se a
resenca de dois semicirculos achatados, relacionados aos dois processos
reativos acima mencionados. Vé-se que 0 processo em baixas
frequéncias (semicirculo maior) culmina com uma curva caracteristica
de um processo limitado por difusdo, que pode ser atribuido a difuséo
dos ions do eletrélito no interior dos poros do Ppy. Na faixa de altas
frequéncias o raio dos semicirculos diminui sensivelmente com o
aumento do potencial de eletropolimerizagdo, indicando que a
resisténcia desse processo de transferéncia de carga diminui com a
voltagem.

Série B: influéncia da espessura em filmes compactos com
carga nominal variando entre 5 e 35 mC, eletropolimerizados em
1,8 V/ISCE.

Observa-se que o diametro dos semicirculos que descrevem o
processo reativo rapido diminui gradativamente com a espessura do
filme até atingir um valor estacionério para filmes com carga de
eletropolimerizagdo igual ou superior a 15 mC. O didmetro dos
semicirculos indica a resisténcia de transferéncia de carga do processo,
que neste caso, foi associado & interface externa do polimero com o
eletrolito.
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Série C vs. Série D: Influéncia da nanoestruturacdo -
Comparagdo entre filmes compactos e nanoestruturados de espessura
equivalente.

A Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada. e Erro! Fonte de
feréncia ndo encontrada. (Séries C e D) trazem o resultado mais
inesperado das medidas de impedancia: para filmes de espessura
equivalente, esperava-se que 0 processo de nanoestruturacdo, ao
aumentar a area especifica da nanoestrutura, reduzisse a resisténcia de
interface. No entanto, observa-se que a diminuicdo da resisténcia com o
aumento da &rea dos alvéolos ndo é monotbnica, mas atinge um minimo
guando os mesmos atingem a altura h=R. A partir dai, a resisténcia da
interface volta a aumentar, ultrapassando inclusive os valores iniciais.
Os filmes compactos, por outro lado, mostram uma queda monotdnica
da resisténcia com a espessura do filme, como esperado, que é atribuido
ao aumento da rugosidade interfacial.

Série E vs. Série F: Influéncia da adicdo de nanoparticulas —
Comparacdo entre filmes compactos de espessura equivalente

Para as duas séries observa-se, mais uma vez, que a resisténcia
da interface diminui com a espessura. A adi¢ao das nanoparticulas de Pt
funcionalizadas com PAMAM aumenta em cerca de 10 vezes a
resisténcia da interface. O processo reativo que ocorre em baixas
frequéncias e que foi associado ao volume do polimero, fica
assemelhado a uma resisténcia de Warburg, que caracteriza um processo
reativo limitado por difusdo.

Série G: Influéncia da adicdo de nanoparticulas de Pt em filmes
nanoestrutrados a partir de esferas de 476 nm de didmetro (1 mC).

De maneira analoga ao que foi observado nas séries E e F,

observa-se 0 aumento da resisténcia de transferéncia de carga com a
adicdo das nanoparticulas de Pt.
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4.4.2  Andlise detalhada das relagdes de impedancia para trés
séries distintas

Com o intuito de obter uma maior compreensdo dos processos
envolvidos nas diferentes estruturas, foram compilados e analisados
detalhadamente os dados extraidos para trés séries de medidas de
impedancia distintas:

¢ Nanoestruturada (1 mC, 3 mC, 5 mC, 7 mC e 9 mC);
Compacta fina (1 mC, 3mC, 5 mC, 7 mC e 9 mC);

e Compacta grossa (5 mC, 10 mC, 15 mC, 20 mC, 25 mC, 30 mC
e 35 mC).

A partir dessas séries foram construidos graficos que
relacionam o0 aumento da resisténcia com a geometria (carga
eletropolimerizada) da estrutura (Figura 91), sendo que esses valores de
resisténcia (resisténcia do eletrolito mais “resisténcia i6nica”, que sera
abordada com maiores detalhes adiante) foram obtidos para 0 processo
gue ocorre em maiores frequéncias (processo rapido).

T T
nanoestruturado
10000 ¢ E
Processo réapido
~—
G
N—'
8
5
o 1000 E
+ S
e] hd -
ad
compacto fino
compacto espesso
100 ¢ B PP i
1 1

1 10 100
carga eletropolimerizada (mC)

Figura 91: Dados de trés séries distintas que relacionam valores de
resisténcia com a carga eletropolimerizada (processo rapido).
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No gréafico acima é possivel observar que, para ambos os filmes
compactos (fino e grosso), ha uma diminuicdo da resisténcia com o
aumento da espessura dos filmes (carga eletropolimerizada). Esse
resultado esta de acordo com o esperado, ja que com 0 aumento da
espessura ocorre também um aumento da rugosidade do filme (Figura
55).

O aumento na rugosidade gera um aumento na area superficial
dos filmes, que esta relacionado com a resisténcia através da seguinte
expressao:

l
R=p3 (18)

Nota-se que a partir de determinados valores de espessura a
resisténcia tende a um valor constante, fato que também esta de acordo
com o esperado, ja que, como observado anteriormente, a rugosidade
dos filmes atinge um valor limite a partir de determinadas espessuras,
cessando, por conseguinte, 0 aumento da area superficial do eletrodo e a
diminuigdo da resisténcia.

Para os filmes nanoestruturados o comportamento é distinto
aquele observado nos filmes compactos. Nesse caso, observa-se uma
gueda da resisténcia do filme a medida que a espessura aumenta (1 mC e
3 mC), atingindo um ponto de minimo (5 mC) quando ao crescimento
da estrutura ocorre até o equador das esferas, e voltando a aumentar
guando a estrutura cresce acima do equador das esferas (7 mC e 9 mC).

A diminuicéo da resisténcia, nesse caso, esta relacionada com o
aumento da area eletroativa efetiva da estrutura até seu maior valor
(crescimento até o equador das esferas com carga de 5 mC). A
resisténcia volta a crescer quando a area eletroativa efetiva da estrutura
diminui (Figura 75). Esses resultados também podem ser explicados em
termos da expressdo acima, que relaciona a &rea superficial com a
resisténcia.

Para as mesmas séries também foram construidos graficos
relacionando os valores de capacitdncia com a geometria (carga
eletropolimerizada) da estrutura (Figura 92). Essas informacGes foram
encontradas para frequéncias relativamente menores que aquelas
analisadas para a resisténcia em fungéo da geometria (processo lento).
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Figura 92: Dados de trés séries distintas que relacionam valores de
capacitancia com a carga eletropolimerizada (processo lento).

Analisando o gréafico acima, € possivel observar que para 0s
filmes compactos (fino e grosso) hd um aumento dos valores de
capacitancia a medida que o filme fica mais espesso.

Esse resultado esta de acordo com o esperado, ja que 0 aumento
da espessura esta relacionado com o aumento da rugosidade e,
consequentemente, da area. De acordo com a equacdo abaixo, a
capacitancia geométrica deve aumentar com o0 aumento da area
superficial do filme.

A
C = £— (19)
d

Para os filmes nanoestruturados ocorre um aumento gradual da
capacitancia geométrica (1 mC e 3 mC) até um ponto de maximo de
capacitancia (5 mC), onde o crescimento ocorreu até o equador das
esferas, voltando a cair quando o crescimento ocorre acima do equador
das esferas (7 mC e 9 mC).

Esse resultado também pode ser explicado em termos da
equacdo acima e da area eletroativa efetiva da estrutura.

A partir dessas andlises e da tendéncia das curvas para as
diferentes estruturas conclui-se, portanto, que devem existir dois
processos, um rapido (maiores frequéncias) e outro lento (menores
frequéncias) que devem de alguma forma estar correlacionados.
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Em vista disso, a correlacdo entre os dois processos deve
ocorrer através da seguinte associacéo:

Cr

Figura 93: Circuito equivalente que correlaciona os processos rapido e
lento.

onde Rg e Cr representam, respectivamente, a resisténcia e a
capacitancia do processo rapido (maiores frequéncias). R e C, sdo,
respectivamente, a resisténcia e a capacitdncia do processo lento
(menores frequéncias), sendo Rg e C, representados em ambos 0s
graficos discutidos anteriormente (Figura 91 e Figura 92).

Considerando um circuito reativo simples para 0 processo
rapido (Figura 94), podemos entdo calcular, a partir da equacéo abaixo
(conhecendo-se os valores de Ry e f), a capacitancia relacionada a esse
processo (processo rapido).

Figura 94: Circuito reativo simples que representa o processo rapido.

1

= (20)
2nRC

f

Calculando os valores de capacitancia para todas as trés séries
discutidas anteriormente (nanoestruturada, compacta fina, compacta
grossa), é possivel obter um gréafico relacionando a capacitancia
calculada do processo rapido com a geometria das estruturas (Figura 95).
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Figura 95: Dados de trés séries distintas que relacionam valores de
capaciténcia com a carga eletropolimerizada (processo rapido).

Ao analisar e comparar o grafico acima (Figura 95) com o
grafico da capacitancia do processo lento anterior (Figura 92),
imediatamente identifica-se que os comportamentos das séries sdo
sensivelmente distintos entre si.

Para a série nanoestruturada, no processo rapido
(contrariamente ao resultado obtido para o processo lento), os valores de
capacitancia diminuem (1 mC e 3 mC) até um valor minimo (5 mC)
para estruturas com crescimento até o equador das esferas, voltando a
aumentar para crescimentos acima do equador das esferas (7 mC e
9ImC).

Outra questdo intrigante consiste no fato de que os valores de
capacitdncia para o processo rapido sdo muito baixos quando
comparados com os valores do processo lento.

Capacitancias desse tipo (da ordem de dezenas de nF) ndo
devem estar associadas a formacdo de dupla camada elétrica (com
capacitancias tipicas da ordem de pF), mas sim com algum outro
fendmeno presente no sistema.

Para melhor compreender os sistemas discutidos anteriormente
e explicar a existéncia de dois processos (um rapido e outro lento),
ambos com contribuigdes resistivas e capacitivas, foram propostos dois
modelos que descrevem as diferentes interfaces para filmes
nanoestruturados e compactos, assim como um circuito equivalente
relacionando pardmetros eletroquimicos com parametros elétricos e que
serdo discutidos detalhadamente a seguir.
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4.4.3 Modelo de trés fases para dois sistemas distintos

A seguir serd discutida uma proposta de modelo para um
sistema macroporoso (filmes nanoestruturados) e outra para um sistema
microporoso (filmes compactos), assim como circuitos equivalentes que
descrevem os parametros observados.

4.43.1 Modelo de circuito equivalente para sistema mesoporoso

Para a descricdo da impedancia dos filmes nanoestruturados de
PPy houve a necessidade de adotar um circuito elétrico equivalente que
justificasse a evidente mudanca na geometria dos eletrodos. A
macroporosidade da interface propicia diferentes caminhos de difusdo
para o ion, assim como diferentes concentracBes de campo elétrico nas
proximidades da interface (116) (117).

O circuito proposto relaciona dois processos sucessivos, um
rapido (associado a valores de alta frequéncia) e outro lento (que ocorre
em valores de baixas frequéncias), como ja foi discutido anteriormente.
Dessa forma, o circuito equivalente deve conter uma ramificacdo em um
dos bracos, caracterizando o carater sucessivo dos processos e €
representado pela Figura 96 abaixo.

CMM

Figura 96: Circuito elétrico equivalente com distintos caminhos para
filmes de PPy nanoestruturados.
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A analogia entre os componentes do circuito equivalente acima
e 0 sistema eletroquimico em questdo esta representado na Figura 97
abaixo.
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Figura 97: Interface eletrélito/polimero para o sistema nanoestruturado.

A resisténcia Rg_ estd associada a resisténcia 6hmica do
eletrdlito para regides distantes da interface. A medida que o ion alcanca
regides nas proximidades da interface eletrolito/polimero comeca a
sentir outra resisténcia, devido a uma nova distribui¢do das linhas de
campo elétrico na interface eletrélito/polimero que surge a partir da
simetria do filme nanoestruturado.

A Figura 98 e a Figura 99 ilustram simulacBes para diferentes
distribuicGes das linhas de concentracdo e de campo num sistema
analogo, construido a partir de um material condutor para diferentes
geometrias (116) (117).
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Figura 98: Simulacdo de distribuicdes das linhas de concentracao para
condutores com diferentes geometrias (116).
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Figura 99: Simulacéo de distribuicdes das linhas de campo para condutores
com diferentes geometrias (117).
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A nova resisténcia, associada ao eletrolito confinado, é
representada por Rgc, e surge nas proximidades da interface
polimero/eletrolito. Junto com Rgc surge uma componente capacitiva,
associada a um atraso que o ion sofre ao atravessar uma regido de maior
ou menor concentracdo de linhas de campo elétrico. Essa componente
capacitiva é chamada de capacitdncia de mudanga de meio e
representada por Cyn. Ambos 0s processos acontecem simultaneamente
em regibes de alta frequéncia do espectro de impedéncia e estdo
relacionados entre si.

A seguir, quando o ifon encontra efetivamente a superficie do
polimero, apds atravessar a regido de eletrélito confinado e sofrer um
atraso, ocorre a formacdo de uma dupla camada elétrica em toda a
superficie do polimero que é representada por uma capacitancia de dupla

125



7" (kQ)

500

400

300

200

100

camada Cpc e a transferéncia de carga elétrica no eletrodo, associada a
uma resisténcia de transferéncia de carga e representada por Rrc.

A Figura 100 abaixo apresenta 0s ajustes dos parametros
calculados a partir do circuito acima e as medidas experimentais.
Observa-se um acordo com o0s dados experimentais, a exce¢do da
amostra de 5 mC, que apresenta um comportamento de caréater difusivo,
em meédias frequéncias, que ndo pbde ser descrito pelo modelo. Os

dados numéricos sdo mostrados no Apéndice.
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Figura 100: Medidas experimentais e parametros ajustados a partir do

circuito elétrico equivalente proposto.

4432

Modelo de circuito equivalente para sistema microporoso

Para a descricdo completa de um sistema microporoso deve-se
considerar os fendmenos de transporte iénico e eletrdnico que ocorrem a
partir do eletrélito, passando por cada uma das interfaces até o interior

do material poroso.

As imagens a seguir (Figura 101 e Figura 102) ilustram,
respectivamente, um sistema de eletrodo polimérico poroso mergulhado
num eletrélito, e o respectivo circuito elétrico equivalente que descreve

0 mesmo.

126

30



ELETROLITO LIVRE

INI/\I:)

ELETROLITO
CONFINADO

x
m
0

Figura 101: Interface eletrolito/polimero para o sistema poroso.
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Figura 102: Circuito elétrico equivalente com dlstlntos caminhos para
filmes de PPy compactos.

Novamente é possivel observar que, apds cruzar a regido de
eletrélito livre, o fon alcanga uma regido chamada de eletrélito
confinado, onde existe uma distribuicdo de linhas de campo elétrico
diferente daquela encontrada na regido de eletrolito livre (distribuicdo
planar). Essa nova distribuicdo das linhas de campo, e
consequentemente, nova concentracdo idnica, ocorre devido ao carater
rugoso da interface polimero/eletrélito dos filmes compactos.
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Todo o sistema eletroquimico e circuito equivalente sdo
analogos aqueles propostos para filmes nanoestruturados, entretanto,
distinguindo no fato de que, para esse sistema, as dimensdes sdo muito
menores que para 0s hanoestruturados (rugosidade da ordem de nm).

A resisténcia Rg, estd associada a uma resisténcia dhmica do
eletrélito numa regido afastada da interface polimero/eletrélito. Quando
0 fon encontra a regido de eletrélito confinado, surge uma resisténcia
Rg, associada com uma diferenca de mobilidade do eletrélito nessa
regido. Simultaneamente a essa resisténcia surge uma capacitancia de
mudanca de meio Cyy associada com o atraso que o ion sofre ao entrar
nessa regiao do eletrélito.

Apbs atravessar a regido de eletrolito confinado (que neste caso
¢ bem curta), o ion finalmente encontra a interface do polimero,
ocorrendo uma transferéncia de carga Rtc e a formacdo de uma dupla
camada elétrica Cpc como ilustrado na Figura 101 acima.

Os parametros do ajuste estdo colocados no Apéndice. A seguir
(Figura 103) observam-se o0s ajustes dos parametros calculados a partir
do circuito acima e as medidas experimentais. Observa-se que
obtivemos uma boa descricdo dos dados experimentais, a excecdo dos
filmes mais finos, de 1 mC e 3 mC, que se comportam como eletrodos
bloqueantes em regifes de baixa frequéncia.
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Figura 103: Medidas experimentais e parametros ajustados a partir do
circuito elétrico equivalente proposto.

128



45 BIOSSENSOR AMPEROMETRICO NAO ENZIMATICO DE
PEROXIDO DE HIDROGENIO

45.1 Medidas amperométricas

As medidas amperométricas sdo feitas para observar as
caracteristicas do eletrodo como sensibilidade, linearidade, limite de
detecgdo, tempo de resposta e estabilidade, caracteristicas estas, que
definem a potencialidade do eletrodo como sensor.

Todas as medidas estdo relacionadas com a variacdo da corrente,
em relacdo ao acréscimo do analito (perdxido de hidrogénio) na solugéo.

4.5.1.1 Nanoparticulas de platina (NPPt)

Para a realizacdo das medidas amperométricas, faz-se
necesséria a utilizacdo das nanoparticulas de platina, que possuem papel
fundamental na intensificacdo do sinal observado, por sua funcdo
catalisadora da reacdo em questdo (reducdo do perdxido de hidrogénio).

Sua importdncia fica bem evidenciada nas medidas
amperométricas realizadas para estruturas poliméricas idénticas, com e
sem a utilizacdo das nanoparticulas, como pode ser observado na Figura
104.

OF
r PPy compacto SEM NPPt

4 \ —— PPy compacto COM NPPt

0 100 200 300 400 500 600
Tempo (S)
Figura 104: Cronoamperometrias realizadas com e sem a presenca de NPPt

na estrutura polimérica, para incrementos graduais de 100 pl de H,O, em
100 ml de solug&o aquosa de H,SO, (0,1 mol.I™). 129



Do grafico anterior é possivel observar que, com a presenca das
nanoparticulas de platina a sensibilidade do sensor é aumentada
consideravelmente, o que por si s6 ja justifica a utilizacdo das mesmas
nos eletrodos.

45.2 Influéncia da geometria

Com o intuito de encontrar o eletrodo que possui a melhor
resposta amperométrica, foram testadas diversas geometrias para a
estrutura polimérica, desde filmes compactos até nanoestruturados
acima, abaixo e no equador das esferas de poliestireno. Outros
pardmetros que foram investigados estdo relacionados com a
concentracdo de peroxido de hidrogénio utilizado, além da area
polimérica eletroativa.

No grafico da Figura 105, ¢é possivel observar as
cronoamperometrias para quatro amostras distintas, sendo duas
compactas e duas nanoestruturadas. As cargas depositadas nas amostras
compactas sdo equivalentes aquelas utilizadas na fabricacdo das
amostras nanoestruturadas acima do equador e no equador das esferas.

20
L —— PPy nanoestruturado H =R (Q =5 mC)
10 b —— PPy nanoestruturado H > R (Q = 7 mC)
| PPy compacto (Q =5 mC)
ok —— PPy compacto (Q = 7 mC,
-10
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3
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Figura 105: Respostas amperométricas de quatro estruturas
poliméricas distintas.
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Quanto as respostas amperométricas, observa-se que 0s
eletrodos nanoestruturados apresentaram o melhor resultado para ambos
0Ss casos, no equador e acima (curvas preta e vermelha,
respectivamente), quando comparados com os eletrodos compactos
(curvas azul e verde).

Para o eletrodo nanoestruturado acima do equador, observa-se
que, ap6s a primeira injecdo de perdxido de hidrogénio, a corrente
aumenta consideravelmente em relacdo as outras. No entanto, nas
sucessivas injecdes, 0 aumento na corrente torna-se menos sensivel.
Esse comportamento pode estar relacionado com o fato de o eletrodo
polimérico estar saturando rapidamente, devido ao acréscimo
razoavelmente grande de H,O, na solugcdo (aproximadamente 29 mM).
Em vista disso, essa saturagdo deve comprometer a sensibilidade do
sensor nas detec¢des (adigdes) subsequentes.

No gréfico da Figura 106, é possivel observar o comportamento
do patamar de corrente, atingido apds cada acréscimo de peroxido de
hidrogénio (curva de calibragdo) realizado nas mesmas amostras citadas
anteriormente (Figura 105).
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Figura 106: Curvas de calibragdo das amostras nanoestruturadas e
compactas anteriores.
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O gréafico da Figura 106 mostra que o comportamento da
corrente em relagdo a concentracdo de peroxido de hidrogénio é
aproximadamente linear, pelo menos a partir da primeira injecdo, pois
ao analisar a elevacdo inicial da corrente temos um comportamento
diferenciado, principalmente para o eletrodo nanoestruturado acima do
equador, que da um salto maior em relacdo as outras estruturas (como
citado anteriormente). O grande salto de corrente verificado no eletrodo
nanoestruturado acima do equador sugere que esta geometria pode ter
uma resposta linear em faixas menores de concentracdo, o que precisa
ser esclarecido em trabalhos futuros.

A seguir, segue uma tabela com as principais caracteristicas
desses eletrodos nas regifes lineares das curvas de calibragéo.

Sensibilidade Tempode | Limites Faixa de Limite de
Geometria (MAM™cm?) resposta testados | Linearidade deteccdo
- (s) (mM) (mM) (mM)
Nano H=R
(Q = 5mC) 0,166 13 29-174 29-174 23,6
Nano H>R
(Q=7mC) 0,095 9 29-174 29-174 46,1
Compacto
(Q = 5mC) 0,084 22 29-174 29-174 15,7
Compacto
(Q=7mC) 0,038 - 29-145 29-145 6,63

Tabela 7: Caracteristicas dos eletrodos compactos e hanoestruturados
no equador e acima.

Com o intuito de evitar a saturacdo dos eletrodos e investigar 0s
limites de sensibilidade, novas medidas amperométricas foram
realizadas, com um acréscimo menor de perdxido de hidrogénio, para
estruturas compactas e nanoestruturadas (no equador e pouco abaixo do
equador), como pode ser observado nas micrografias a seguir (Figura
107 e Figura 108).
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Figura 107: Imagens de MEV das estruturas de PPy com carga depositada no
equador das esferas de poliestireno de 535 nm diametro.

Figura 108: Imagens de MEV das estruturas de PPy com carga
depositada abaixo do equador das esferas de poliestireno de 535 nm
didmetro.

As cronoamperometrias a seguir foram realizadas para quatro
eletrodos distintos, dois nanoestruturados (Figura 107 e Figura 108) e
dois compactos (com carga equivalente aos nanoestruturados). Nessas
medidas, o acréscimo regular de perdxido de hidrogénio foi de
aproximadamente 0,4 mM, reducdo de duas ordens de grandeza em
relagdo as medidas anteriores. Aumentou-se também o nimero de
acréscimos realizados, a fim de verificar a faixa de linearidade dos
eletrodos.
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Figura 109: Respostas amperométricas de quatro estruturas
poliméricas distintas, duas nanoestruturadas e duas compactas. O

acréscimo de H,O, é de 0,4 mM por passo.

4

Novamente é possivel observar que, as melhores respostas
amperomeétricas sdo para os eletrodos nanoestruturados. Neste caso, 0
eletrodo nanoestruturado no equador apresentou melhor resultado que
aquele pouco abaixo do equador, fato que estad relacionado com o
ancoramento das nanoparticulas de platina no interior das estruturas
poliméricas.

Nas estruturas pouco abaixo do equador, a area interna das
cavidades (area eletroativa) € menor que no equador, além do mais, a
abertura dessas cavidades abaixo do equador também é maior, o que por
sua vez pode facilitar o desprendimento das nanoparticulas da estrutura
polimérica.

A Figura 110 exibe o comportamento da corrente em fungéo da
concentracdo de perdxido de hidrogénio acrescentada na solucdo para os
casos anteriores. Observa-se que o0s trés eletrodos apresentam
comportamento linear em relagdo aos acréscimos de perdxido de
hidrogénio. Entretanto, a sensibilidade é maior para a amostra
nanoestruturada no equador.
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Figura 110: Comparacéo entre as curvas de calibracéo. A
sensibilidade do eletrodo nanoestruturado no equador é maior que as
outras (coeficiente angular da reta).

O tempo de resposta dos eletrodos nanoestruturados é menor
gue dos filmes compactos, e é de aproximadamente 8 segundos, tempo
gue pode ser considerado muito bom guando comparado com resultados
encontrados na literatura que também utilizam o polimero condutor PPy
como matriz polimérica (76) (74) (75).

O gréfico a seguir representa a cronoamperometria realizada
para a amostra nanoestruturada no equador com carga igual a 3,5 mC.
No detalhe, indica-se como o tempo de resposta do eletrodo é
determinado, definido como o intervalo de tempo para a corrente sair de
um valor de 5% até 95% da corrente do préximo patamar.
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Figura 111: Cronoamperometria da amostra nanoestruturada no equador. No
guadro menor dentro do gréafico, o tempo de resposta para essa mesma amostra.

A Tabela 8 ilustra as principais caracteristicas desses eletrodos.

Geometria (Sn:ZS "\t;lllllgz?% tiz;)%thae Limit(e;'t\;;tados Li'r:1aelai(rai1 ddaede IaleTelct:z;cf
— (s) (mM) (mM)
Qe3sme) 0,95 8 04-8 04-5 0,39
(S'i”;g';%) 0,69 8 04-8 04-5 0,63
(chngpgﬁc(’:) 0,15 - 04-8 04-8 0,33
e e [

Tabela 8: Caracteristicas dos eletrodos compactos e nanoestruturados

no equador e abaixo.
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4.6 BIOSSENSOR AMPEROMETRJCO ENZIMATICO DE
TIROSINASE PARA DETECCAO DE CATECOL

Neste capitulo serdo apresentados os resultados referentes a
fabricacdo e caracterizacdo do biossensor de tirosinase, onde a enzima
foi imobilizada em plataformas de polipirrol compactas e
nanoestruturadas. Assim como na se¢do de resultados do biossensor ndo
enzimatico de peréxido de hidrogénio, esta secdo estd organizada de
modo a abordar inicialmente os resultados referentes a imobilizacdo da
enzima, culminando nas medidas amperométricas e de caracterizacdo
elétrica do biossensor.

Para o0 desenvolvimento deste trabalho, foram utilizados
basicamente trés diametros especificos de esferas de poliestireno na
fabricacdo das nanoestruturas poliméricas: 250 nm, 600 nm e 756 nm.
Estruturas compactas de carga equivalente também foram produzidas, a
fim de estabelecer uma compara¢do com as amostras nanoestruturadas.
Os parametros investigados foram: diferentes espessuras para as
estruturas compactas (através da variagdo da carga depositada),
diferentes niveis de preenchimento dos intersticios das mascaras
coloidais (abaixo, acima e no equador das esferas de poliestireno),
diferentes didmetros das esferas utilizadas e nivel de oxidagdo da enzima
tirosinase, a partir da fabricacdo do biossensor (imobilizagdo da enzima)
até o momento da medida amperométrica.

Microscopia optica foi utilizada para acompanhar os processos
de imobilizacdo da enzima sobre as plataformas poliméricas de
polipirrol. Na Figura 112 e Figura 113 abaixo, podemos acompanhar a
concentracdo aproximada de enzimas adsorvidas na superficie do
eletrodo, antes e depois do enxague com solucdo tampéo para utilizacdo
nas medidas amperomeétricas.

PPv compacto de 5 mC com enzima, sem lavar

Flgura 112: Imagens de mlcroscopla optlca em dlferentes
magnificacdes de filmes de PPy compacto de 5 mC. Amostras com
tirosinase antes de lavar em solucéo tampéo.
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E possivel observar que ha uma espécie de cristalizagdo do
material, ap6s o processo de imobilizagdo. Esse comportamento é
observado por toda a superficie do filme, e se repete também para outras
espessuras ou amostras nanoestruturadas.

Apb6s enxaguar a amostra em solucdo tampdo, o material
excedente é removido, permanecendo na superficie do eletrodo apenas o
material mais fortemente ligado. E possivel observar que existe uma
distribuigdo homogénea na superficie polimérica (Figura 113).

p"‘ PPy compacto 5 mC, com enzima, depois de lavar

50x

Figura 113: Imagens de microscopia éptica em diferentes magnificacGe
de filmes de PPy compacto de 5 mC. Amostras com tirosinase depois de
lavar em solugdo tampéo.

Na Figura 114 temos imagens de microscopia eletronica de
varredura das mesmas amostras caracterizadas anteriormente por
microscopia Optica. E possivel observar a formacdo de bastonetes na
superficie do eletrodo. Esta estrutura deve estar associada a algum tipo
de cristalizagéo da enzima no processo de imobilizagdo. As regides sem
protuberancias provavelmente estdo repletas de enzima em sua forma
natural, que ndo puderam, entretanto, ser distinguidas e reconhecidas nas
micrografias.

PPv compacto de 5 mC, com enzima. depois de lavar

15kV X5,000 Spm LCME-UFSC 15kV  X10,000 1um LCME-UFSC 15kV  X15000 1pm LCME-UFSC

Figura 114: Micrografias de MEV em diferentes magnificagdes de filmes

compactos de PPy com tirosinase.
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A seguir, o0 mesmo tipo de caracterizagdo, para filmes de
polipirrol compacto com carga depositada de 10 mC.

Figura 115: Imagens de microscopia 6ptica em diferentes
magnificacdes de filmes de PPy compacto de 10 mC. Amostras com
tirosinase antes de lavar em solugéo tampéo.

— PPy compacto 10 mC, com enzima, depois de lavar -
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Figura 116: Imagens de microscopia éptica em diferentes
magnificacdes de filmes de PPy compacto de 10 mC. Amostras com
tirosinase depois de lavar em solugédo tampéo.

PPy compacto de 10 mC, com enzima, depois de lavar

15kV..  X2,000__10pm LCME-UFSC
™

15KV X10,000 1um LCME-UFSC 15kV  X20,000 - 1pm LCME-UFSC

Figura 117: Micrografias de MEV em diferentes magnificacdes de
filmes compactos de PPy com tirosinase. 139



Para amostras nanoestruturadas, o comportamento observado é
0 mesmo que para as amostras compactas. A Figura 118 ilustra uma
amostra de polipirrol nanoestruturada, onde a enzima foi imobilizada e
imediatamente enxaguada com solucdo tampdo. Nessas imagens é
possivel observar as cavidades das nanoestruturas € um maior nivel de
carregamento de enzimas na superficie do eletrodo, o que ilustra, de
forma preliminar uma das vantagens na utilizacdo de nanoestruturas
para a fabricacdo de biossensores.

PPy nanoestruturado no equador, 600 nm, com enzima, depois de lavar

L

- » . 5

\

200x ' 1000x »

Figura 118: Imagens de microscopia éptica em diferentes
magnificacdes de filmes de PPy nanoestruturado de 600 nm. Amostras
com tirosinase depois de lavar em solucéo tampéo.

Ao analisarmos as micrografias de MEV, para as mesmas
amostras caracterizadas por microscopia Optica, percebemos que
realmente ha uma maior concentracdo de enzimas na plataforma
polimérica nanoestruturada.

Assim como nas amostras de polipirrol compactas, percebemos
a existéncia de aglomerados de enzimas pela superficie dos eletrodos.
Entretanto, nesse tipo de arquitetura, podemos facilmente perceber a
existéncia da enzima em sua forma natural, preenchendo as cavidades
das esferas da estrutura polimérica, fato que ndo pode ser observado nos
filmes compactos.

140



PPy nanoestruturado no equador, 600 nm, com enzima, depois de lavar

X1,500 10pm LCME-UFSC X2,500 10pm LCME-UFSC

X5,000 Sum LCME-UFSC X2,500 10pm LCME-UFSC

X5,000 Sum LCME-UFSC X15,000 1pm LCME-UFSC

Figura 119: Micrografias de MEV em diferentes magnificacOes de
filmes nanoestruturados de PPy com tirosinase.

4.6.1 Medidas amperométricas

Comparamos inicialmente o papel desempenhado pela enzima
tirosinase na resposta da membrana pirrélica frente & adicdo de catecol,
conforme mostrado na Figura 120. Eletrodos de polipirrol sem enzima
ndo apresentam qualquer resposta frente a adi¢do do analito, conforme
mostrado no detalhe da Figura 120. A imobilizacdo da enzima sobre o
substrato muda completamente a resposta do eletrodo, que apresenta
uma evidente variacdo na corrente com o respectivo acréscimo de
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catecol, indicando assim o poder catalitico da mesma e sua
biobompatibilidade com a membrana pirrolica.

—— PPy_sem tirosinase_5mC_-0,2V_100ul de catecal
0.000002 —— PPy_com tirosinase_5mC_-0,2V_100ul de catecal

0.000000 -

-0.000002

-0.000004 -

-0.000006 -
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-0.000010
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Tempa s

-0.000018 1 . 1 . 1 . 1 . 1 . 1 . 1
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Figura 120: Cronoamperometrias de amostras de PPy compacto com
e sem tirosinase.

Em seguida, foram testados diferentes valores de potencial
aplicado durante a medida, a fim de otimizar a resposta do dispositivo.
Observou-se que o processo bioguimico de deteccdo prescinde da
aplicacdo de um potencial elétrico. Correntes sdo detectadas mesmo a
potencial zero. Inclusive, o nivel de ruido diminui sensivelmente quando
V =0, conforme mostra a Figura 121.
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Figura 121: Cronoamperometrias em amostras de PPy/Ty compacto (ambas com
Q =5 mC) e acréscimos de 20 umol.I™ de catecol em potenciais de 0 V e -0,2 V.
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A concentragdo adequada das dosagens de catecol foi outro
pardmetro que precisou sofrer ajustes iniciais. Doses elevadas do mesmo
levam & saturacdo da resposta amperométrica. O gréfico de
cronoamperometria a seguir ilustra o problema.

100 umol.I"de catecol
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Figura 122: Cronoamperometrias de filmes compactos de PPy/Ty (5 mC)
para diversas concentracdes de catecol.

Geometrias poliméricas

O objetivo principal deste trabalho é determinar a influéncia
gue a geometria da plataforma nanoestruturada exerce sobre as
caracteristicas de sensibilidade, linearidade e limite de deteccdo do
biossensor.
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A Figura 123 exibe a resposta amperométrica de plataformas
com diferentes periodicidades e niveis de preenchimento (geometria).
Em todos os casos observa-se que quando H < R, a resposta
amperomeétrica ao acréscimo de catecol € menor. Também para todos os
didmetros de esfera testados, a geometria de preenchimento H > R foi a
que resultou na melhor resposta em termos de sensibilidade e limite de
deteccdo, conforme mostrado na Tabela 9.

0 -14 "
= H<R L]
2r -2t . H-R Lt
A 10t = H>R . "
L 6 < s - =
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0 200 400 600 800 1000 1200 0 2 4 6 8 10 12
Tempo (s) Concentragéo catecol (umol.l'l)
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Figura 123: Cronoamperometrias e curvas de calibragéo de filmes
nanoestruturados de PPy de 250 nm e 756 nm para diversos niveis de
preenchimento. Acréscimos sucessivos de 1 pmol.I"* de catecol.
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Geometria

2R
(nm)

Sensibilidade
(AM*cm?)

Tempo
de
respost
a

(©)

Limites
testados
(LM)

Faixa de
Linearidade

(UM)

Limite de
detecgdo
(HM)

Nano
H<R
Q=1mC

250

0,80

5

1-6

0,66

Nano
H=R
Q=3mC

250

1,32

0,75

Nano
H>R
Q=5mC

250

1,45

0,52

Nano
H<R

600

Nano
H=R

600

Nano
H>R
Q=7mC

600

1,25

1,20

Nano
H<R
Q=5mC

756

0,47

0,55

Nano
H=R
Q=7mC

756

0,53

1,28

Nano
H>R
Q=9mC

756

0,92

0,78

Tabela 9: Caracteristicas dos eletrodos nanoestruturados de 250 nm, 600nm e
756nm de diametro com diferentes cargas depositadas.
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o (A.cm?)

Tempo o . -
Geometria (ﬁrF:]) S?Ri'/lb{::'g]az(;e resgce)s ta tlt_eég(;gz Liiiz(gdd;de IaleTelf:z;;
s) (kM) (kM) (kM)
goingﬁ? - 0,26 8 1-12 6-12 0,63
gofgﬁtg - 0,28 8 1-12 3-11 0,98
gﬂ“??ﬁg’ . 0,72 8 1-12 1-7 0,81

Tabela 10: Caracteristicas dos eletrodos compactos com diferentes
cargas depositadas.

Eletrodos compactos de mesma carga também foram testados,
conforme mostra a comparagdo da Figura 124. Os parametros do
biossensor sdo exibidos na Tabela 10. Nota-se, portanto, que a
nanoestruturagdo do eletrodo favorece o desempenho do biossensor,
tanto em sensibilidade como linearidade. O desempenho superior das
plataformas nanoestruturadas manifesta-se também no nivel de ruido,
gue é menor nestas Gltimas.

Além disso, observou-se que a geometria ndo € o Unico fator
relevante: a dimensdo da rede polimérica também importa. Conforme se
nota da Tabela 9, a rede de 250 nm apresenta sensibilidade superior nas
trés geometrias testadas. O menor limiar de deteccdo também ocorre
para o tamanho de 250 nm, na geometria H>R.

0.0F

0.0F
H>R Q =5mC (250 nm) L
25l H>R Q=7 mC (600 nm) o5k L“\N
H>R Q =9 mC (756 nm)
-5.0F -5.0F
€
75r G -75}
<
100} ::‘3 -10.0 Compacto 3 mC
Compacto 5 mC
-125+¢ -125¢ Compacto 7 mC
_150 1 1 1 1 1 1 1 _150 1 1 1 1 1 1 1
0 200 400 600 800 1000 1200 0 200 400 600 800 1000 1200

Tempo (s) Tempo (s)

Figura 124: Comparacéo entre as cronoamperometrias realizadas em filmes
nanoestruturados de PPy de 250 nm, 600 nm e 756 nm, todos com nivel de
preenchimento acima do equador (a esquerda) e compactos (a direita).

Acréscimos de 1 umol.I-1 de catecol. 146



Para poder explicar esses resultados devemos analisar o
processo bioquimico que esta ocorrendo. A sequéncia de reacdes desse
processo envolve a oxidacdo da enzima tirosinase por um agente
oxidante (oxigénio molecular), que em seguida é reduzida ao seu estado
inicial a partir de agentes redutores (catecol), que sdo por sua vez
oxidados, formando uma quinona. Essas espécies sdo entdo reduzidas
diretamente no eletrodo em potenciais préximos de 0 V, sendo a
corrente de reducdo proporcional a concentracao de catecol.

Em geral, a proximidade entre a enzima e o eletrodo é
fundamental para o rapido ciclo de reacdo. Portanto, para a otimizacéo
dos biossensores, buscam-se configuracfes onde ocorra uma réapida
reducdo das quinonas no eletrodo.

Na Figura 125 temos uma ilustracdo, fora de escala, de como os
aglomerados da enzima se distribuem sobre as nanoestruturas de
polipirrol com diferentes niveis de preenchimento polimérico, H<R,
H=R e H>R, respectivamente.

Aglomerados
—_— . o
de tirosinase

WP ¥ 0o \,’\‘\&

N\ .o

ams B amie
o w\o W‘

Figura 125: Distribuicao de aglomerados de tirosinase sobre as
plataformas poliméricas com diferentes niveis de preenchimento.
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Das medidas amperomeétricas anteriores (Figura 123) é possivel
observar que, em todos 0s casos, as amostras nanoestruturadas acima do
equador das esferas (H>R) apresentaram os melhores resultados para a
deteccdo de catecol. Esse fato deve-se a maneira como a enzima se
distribui sobre a nanoestrutura de polipirrol. Para essas estruturas, as
aberturas dos alvéolos sdo pequenas, portanto, grande parte desses
aglomerados ndo consegue passar pelas aberturas e as cavidades ficam
somente parcialmente preenchidas com tirosinase, que se distribuem
principalmente ao longo de sua superficie externa, como que sobre uma
“grade” (Figura 125).

Esse arranjo faz com que a enzima fique numa posicao
privilegiada para a reacdo bioguimica, pois as quinonas produzidas
nesse processo ficam muito préximas da interface do eletrodo onde
serdo reduzidas. No entanto, esse processo de reducdo deve ser
precedido pela difusdo da quinona pelo interior do alvéolo. Assim,
guanto menor esse caminho de difusdo, menor as perdas envolvidas, o
que resulta em maior resposta do biossensor e aumento da sensibilidade
do mesmo (Figura 126). Assim, o fato dos biossensores fabricados a
partir de esferas de 250 nm de didametro (H>R) serem mais sensiveis do
gue aqueles construidos a partir de esferas de 756 nm (H>R), esta
relacionado com a proximidade entre o sitio onde ocorre a reacdo
bioguimica que produz as quinonas e a regido onde elas posteriormente
serdo reduzidas no eletrodo, gerando o sinal elétrico. Considerando a
distribuicdo dos aglomerados enziméticos nas nanoestruturas com H>R
(Figura 126), o caminho de difusdo para o0s biossensores
nanoestruturados de 250 nm é consideravelmente menor que para 0s
biossensores de 756 hm.

Além disso, o fato da enzima ndo ficar compactada no interior
das cavidades facilita o processo de regeneracdo da mesma, que deve
retornar ao seu estado oxidado para reiniciar o ciclo bioquimico.
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Figura 126: Processo de oxidacdo do catecol promovido pela
tirosinase e posterior reducéo dos produtos no eletrodo para uma
plataforma nanoestruturada acima do equador.

No caso das amostras compactas e nanoestruturadas no equador
e abaixo, a enzima fica distribuida sobre toda a superficie (amostra
compacta) ou preenche quase completamente as cavidades
(nanoestruturadas H=R e H<R), blogueando a area eletroativa e/ou
dificultando a difusdo das espécies (o-quinonas) até o eletrodo, o que
diminui o sinal de corrente elétrica.

46.2 Forma & mecanismo

E interessante estabelecer uma correlagio entre a geometria de
melhor desempenho do biossensor com 0 mecanismo de funcionamento
do mesmo.

Vimos que para o sensor de peroxido, ao contrario deste ultimo,
a geometria de interface que apresentou os melhores resultados
corresponde aos alvéolos com maior abertura, isto é, com h=R. Ocorre
que, naquele caso, a NP de platina, que atua primordialmente como
elemento catalitico, também funciona como interface elétrica na reducéo
do peréxido. Portanto, para o sensor de peréxido, aumentar a area
eletroativa € 0 que importa, e essa é maximizada na condicdo h=R.
Como sugestéo para trabalhos futuros, seria interessante verificar se a
funcionalizacdo deste biosensor com a enzima glucose oxidase
modificaria esse panorama.
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4.6.3 Estabilidade dos biossensores

Um aspecto importante na fabricacdo de biossensores refere-se
a sua estabilidade. Embora este ndo tenha sido o enfoque do trabalho,
observamos dois fatos de relevancia relativos ao desempenho do
dispositivo em funcdo do tempo, que ndo podem ser ignorados.

De um lado, verificou-se que a enzima, ap0s 0 processo de
imobilizag¢do, tem um “tempo de cura”, isto ¢é, a atividade enzimatica
evolve num periodo de dias, quando entdo atinge um ponto de maxima
sensibilidade.

A Figura 127 traz um grafico das medidas de
cronoamperometria em amostras compactas de diferentes espessuras, e
que foram realizadas no mesmo dia da imobilizacdo da enzima sobre a
plataforma polimérica. Nota-se que ndo ha diferenca alguma entre as
curvas, € que o nivel de ruido suplanta os patamares de corrente
causados por adi¢des sucessivas de analito.
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Figura 127: Comparagéo entre as cronoamperometrias de amostras
compactas para diferentes cargas. Acréscimos de 1 umol.I-1 de catecol.

A Figura 128 exibe a evolugdo da resposta do biossensor para
diferentes intervalos de tempo (dias) entre a fabricacdo/imobilizacéo e a
primeira medida amperométrica, para diferentes geometrias. Observa-se
sempre 0 mesmo comportamento: a sensibilidade do biossensor atinge
um maximo sete dias apds a imobilizacdo, para em seguida regredir a
niveis mais modestos. Como proposta de trabalhos futuros sugere-se o
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Figura 128: Comparagéo entre as cronoamperometrias de amostras
nanoestruturadas de 250 nm e 756 nm (com mesma carga) realizadas em
diferentes dias apds sua fabricagdo. Acréscimos de 1 pmol.I-1 de catecol.

Geometria 2R () Medida apds S(Til/lblll:;crfg)e
Nanol_?;zS mC - i 047
Nano |—(|g>|:QS mC - e 145
e F?;RS ™ 250 14 dias 0.83
NanoS;QQ mC e i 24
Nano |_(|3;29 mC e e o
e I-?;R9 e 756 14 dias 0,61

Tabela 11: Caracteristicas dos eletrodos nanoestruturados de 250 nm
(Q =5mC) e 756 nm (Q = 9 mC) para diferentes dias.
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4.6.3.1 Perda de sensibilidade pelo uso continuado

O segundo fato relevante observado refere-se a queda da
sensibilidade do dispositivo ap6s ciclos sucessivos de medida. Num
experimento  simples, foram realizadas quatro medidas de
cronoamperometria sucessivas em uma mesma amostra nanoestruturada
de 600 nm com carga de 7 mC, que equivale a geometria H>R. As
medidas s&o apresentadas na Figura 129.

| a2l [ ety -
F | D Vedeaos| - "
% 8l < 6 - -
= —— Medida 01 = -
7 -10F | —— Medida 02 oA . -
sl il
14 (3 2(30 460 660 8(30 1600 12‘00 00 é 21 é é 16 £2
Tempo (s) Concentragao catecol (umol.I")
Figura 129: Diversas cronoamperometrias realizadas para a mesma
amostra. Medidas simultaneas. Acréscimos de 1 pmol.l-1 de catecol.
Sensibilidade Teg;po Limites Faixa de Limite de
Medida (AM™cm?) | resposta testados | Linearidade | detecgdo
o © | M (HM) (M)
01 1,25 5 1-12 1-8 1,20
02 0,78 5 1-12 1-8 0,78
03 0,48 5 1-12 1-8 0,69
04 0,30 5 1-12 1-8 0,67

Tabela 12: Caracteristicas dos eletrodos nanoestruturados acima do
equador de esferas de 600 nm (7 mC) para repetidas medidas de
cronoamperometria.

Constatou-se que ha uma queda de sensibilidade entre a
primeira e a quarta medida, que pode estar atrelada a diversos fatores,
como degradacdo do polimero ou perda de atividade da enzima,
entretanto, esses aspectos ainda carecem de maiores investigagoes.
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4.6.4

Comparacdo com dados da literatura

A tabela a seguir relaciona os parametros e caracteristicas dos

diferentes biossensores desenvolvidos ao longo do trabalho. Ambos os
biossensores para detec¢do de H,0, e catecol apresentaram os melhores
resultados para as amostras nanoestruturadas no equador e acima do
equador das esferas quando comparados com os biossensores compactos
com mesma carga depositada.

Biossensor

Analito

Geometria

Sensibilidade
(AM*tem?)

Tempo
de
resposta

©)

Limites
testados
(M)

Faixa de
Linearidade

(uM)

Limite de
detecgdo
(M)

PPy/NPPt

H20,

Nano no
equador de
esferas de

535 nm
Q=35mC

0,95x 10°

04-8x10°

04-5x10°

0,39 x 10°

PPy/NPPt

H20,

Compacto
Q=35mC

0,15x 10

04-8x10°

04-8x10°

0,33 x 10°

PPy/Ty

Catecol

Nano acima
do equador de
esferas de
(250 nm)
Q=5mC

1,45

PPy/Ty

Catecol

Nano acima
do equador
de esferas de
(600nm)
Q=7mC

1,25

PPy/Ty

Catecol

Nano acima
do equador
de esferas de
(756nm)
Q=9mC

0,92

PPy/Ty

Catecol

Compacto
Q=7mC

0,72

1-12

PPy/Ty

Catecol

Compacto
Q=5mC

0,28

1-12

PPy/Ty

Catecol

Compacto
Q=3mC

0,26

1-12

Tabela 13: Caracteristicas do desenvolvidos neste trabalho.
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A Tabela 14 apresenta alguns biossensores semelhantes aos que
foram construidos neste trabalho, entretanto, devido as inUmeras
aplicacdes e especificidades desses dispositivos, fica dificil fazer uma
comparagdo mais apurada entre as caracteristicas de cada um deles com
0s da Tabela 13.

Tempo . Limite
Biossensor Analito Ref Sl ol 2k ik Liiaeg(raildd:de £z
: (AM™cm?) resposta (M) deteccao
() (1M)
PM%;’E Y1 w0, | @8 | 1557x10° 5 (0,2-3) x 10° 05
PPy/nanofi :
Osy gl H,0, | (119) 10 x 10°3 8 0,2-72) x 10° -
CV/PPy/Ty Catecol (120) 0,0156 30 1-8 -

Pt/ PO*

Ppy/Ty Catecol (121) 6,02 5 10-120 0,84
'ngﬁF;%” F 1 Fenol | (122) 0,33 80 45-107,4 0,7
CV/SWNT .

SIPPyITy Dopamina (123) 0,467 5 5-50 5
PUP/%KC' Catecol | (124) 292 - 1-400 20 x 10°

Tabela 14: Dados de biossensores semelhantes encontrados na literatura.
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5 CONSIDERAGOES FINAIS

51 CONCLUSOES

Esse trabalho teve por objetivo principal o desenvolvimento e
caracterizacdo de nanoestruturas de polipirrol para a aplicacdo em
biossensores, estruturas que venham a servir de plataforma para a
imobilizacdo de biomoléculas e desenvolvimento de sensores
bioanaliticos.

Dentro desse contexto, foram desenvolvidas e estudadas
estruturas poliméricas periddicas com diferentes geometrias, e
verificadas suas potencialidades como biossensores ndo enzimaticos e
enzimaticos para a deteccdo de peréxido de hidrogénio e catecol,
respectivamente. Analitos estes, encontrados em abundancia na natureza
como subproduto de diversas reagdes bioquimicas, e que possuem
grande interesse cientifico e tecnoldgico na area de biossensores.

Medidas de perfilometria, microscopia Otica, MEV e FEG
demonstraram que a litografia de nanoesferas associada a
eletropolimerizacdo permite a fabricacdo de nanoestruturas poliméricas
de excelente qualidade, com ordenamento de longo alcance e alto grau
de homogeneidade e cuja geometria pode ser rigorosamente controlada
pela carga nominal eletropolimerizada.

A espectroscopia de impedancia eletroquimica comparativa entre
eletrodos poliméricos compactos e nanoestruturados permitiu uma
andlise inédita na literatura a respeito da influéncia da nanoestruturacéo
sobre 0s mecanismos de transporte idnico e eletrbnico através da
interface. Observou-se que a nanoestruturacdo da interface equivale a
introducdo de uma camada intermediaria de transporte idnico de menor
difusividade, que aumenta drasticamente os tempos caracteristicos dos
processos de transporte e transferéncia de carga.

As medidas amperométricas realizadas tanto para o biossensor
ndo enziméatico de perdxido de hidrogénio, como para o biossensor
enzimatico de catecol mostraram que os melhores resultados obtidos,
em todos o0s casos, estdo associados as plataformas poliméricas
nanoestruturadas.

No caso do biossensor ndo enzimatico, as nanoparticulas
possuem a funcdo de catalisar a reacdo de oxidagdo do perdxido de
hidrogénio na superficie do eletrodo. O uso de nanoparticulas de platina
mostrou-se fundamental na amplificacdo dos sinais amperométricos
medidos em todas as amostras, aumentando significativamente a
sensibilidade do sensor. Os melhores resultados foram obtidos para os
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eletrodos nanoestruturados no equador de esferas de 535 nm de
didmetro, que mostrou-se linear na faixa de 0,4 — 5 mM com
sensibilidade de 0,95 mA.M™.cm™ e limite de deteccdo de 0,39 mM. O
tempo de resposta caracteristico para esses sensores foi da ordem de 8 s.

Em relacdo aos biossensores enzimaticos de tirosinase para
deteccdo de catecol, foram comparados filmes compactos e
nanoestruturados de PPy com a mesma carga depositada, sendo que 0s
melhores resultados foram observados para filmes nanoestruturados.
Diferentes diametros de esferas e niveis de preenchimento polimérico
também foram testados. Nesse caso, os melhores resultados foram
observados para os biossensores fabricados a partir de esferas de 250 nm
de diametro e com nivel de preenchimento polimérico acima do equador
das esferas. A sensibilidade para esses biossensores foi de 1,45 A.M’
! em numa faixa linear de 1 — 6 pM e limite de deteccdo de 0,52 pM. O
tempo de resposta obtido para esses eletrodos foi da ordem de 5 s.

Esses valores, quando comparados aos da literatura, mostram-se
extremamente satisfatérios em relacdo aos parametros investigados,
comprovando que essas geometrias, associadas a afinidade do PPy com
biomoléculas ativas, possuem enorme potencial na construgdo de
biossensores eficientes.

A comparacdo entre os dois tipos de sensores permitiu
estabelecer uma correlacéo entre a forma da interface e 0 mecanismo de
catalise que propicia o funcionamento do biossensor. Quando esse
mecanismo envolve a etapa de transferéncia eletrbnica que origina o
sinal elétrico, o aumento de area propiciado pela maior abertura dos
alvéolos resulta na melhor resposta amperométrica. Quando o
mecanismo de catalise envolve uma etapa intermediéaria, entdo o efeito
de grade propiciado por alvéolos pequenos e quase fechados resulta na
melhor resposta.
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52

PERSPECTIVAS FUTURAS

Para a continuidade do trabalho em questéo, poderéo ser adotadas

diversas rotas e alternativas que visam o aprimoramento dos
biossensores desenvolvidos, assim como a fabricacdo de outros
biossensores a partir dos mesmos principios e estruturas:

realizar a caracterizacdo elétrica completa da estrutura
polimérica com a biomolécula imobilizada;

realizar estudo mais detalhado da especificidade do biossensor
com a utilizag8o de possiveis substancias interferentes;
imobilizar outros tipos de biomoléculas nas estruturas de
polipirrol desenvolvidas neste trabalho;

coimobilizacdo da biomolécula juntamente com materiais que
possuam propriedades cataliticas, para intensificacdo do sinal
medido;

utilizacdo de outros dopantes no  processo  de
eletropolimerizagdo do polipirrol e fabricacdo dessas
plataformas;

nanoestruturacdo de polimeros com maior grau de porosidade,
como por exemplo, a polianilina.

Outro enfoque interessante consiste em investigar a resposta

impedimétrica das nanoestruturas, comparando:

nanoestruturas poliméricas e metalicas;
diferentes periodicidades;
diferentes eletrélitos.
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7  APENDICE

7.1 ESTIMATIVAS DOS PARAMETROS DE CIRCUITO
EQUIVALENTE

Série A
Parametros dos | Parametros dos
primeiros semicirculos | segundos semicirculos
(altas frequéncias) (baixas frequéncias)
E&?ggglimerizaggg X Iz n X el n
V) @ | K | (F)
1.0 142.9 3'79'5' 0.842 | 73.9 é‘ogE' 0.771
1.4 88.7 2'57'5' 0.686 | 78.0 é‘OZE' 0.794
16 84.0 é‘OIE' 0.559 | 74.8 é‘OSE' 0.790
1.8 75.5 2'35'5' 0.565 | 86.2 é‘21E' 0.769

Tabela 15: Parametros estimados para os semicirculos formados em altas e baixas
frequéncias para a Série A. R representa o diametro dos semicirculos, CPE séo
valores associados a pseudocapacitancias na interface e interior do polimeroen é
o coeficiente de CPE.
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Série B

Pardmetros dos primeiros | Pardmetros dos
semicirculos (altas | segundos semicirculos
frequéncias) (baixas frequéncias)
R CPE R CPE
Carga R n n
: * @ | (KQ) | (F)
5mC 22.3 | 383 | 1.07E- | 0.905 | 35.4 | 1.40E- | 0.752
7 5
10 mC 19.0 | 113 | 1.91E- | 0.890 | 68.9 | 1.43E- | 0.762
7 5
15mC 23.2|91.8 | 1.27E- | 0.924 | 45.3 | 2.00 0.710
7 E-5
20mC 21.0 | 75.7 | 8.88E- | 0.954 | 41.0 | 2.48 0.680
8 E-5
25mC 19.6 | 71.3 | 8.23E- | 0.961 | 21.1 | 4.13 0.629
8 E-5
30 mC 2121915 | 9.97E- | 0.946 | 16.2 | 4.13E- | 0.646
8 5
35mC 21.8 | 70.7 | 1.09E- | 0.942 | 21.8 | 6.63 0.560
7 E-5

Tabela 16: Parametros estimados para os semicirculos formados em altas e
baixas frequéncias para a Série B.
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Série C

Parametros dos primeiros semicirculos

(altas frequéncias)
Carga Rs R () CPE (F) n
1mC 36.85 582.0 7,80E-08 | 0.9999
3mC 30.58 529.0 1,26E-07 | 0.9359
5mC 24.86 323.0 1,84E-07 | 0.8939
7mC 18.46 130.0 2,17E-07 | 0.8788
9mC 21.63 59.8 5,84E-08 | 0.9996

Tabela 17: Parametros estimados para os semicirculos formados em altas

frequéncias para a Série C.

Série D
Parametros dos primeiros semicirculos
(altas frequéncias)
Carga Rs R (KQ) CPE (UF) | n
1mC 65.3 10.41 0.275 0.967
3mC 24 3.82 0.317 0.944
5mC 27.7 1.08 0.239 0.948
7mC 27.6 8.78 0.235 0.9302
9mC 22.6 25.1 0.242 0.962

Tabela 18: Pardmetros estimados para os semicirculos formados em altas

frequéncias para a Série D.
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