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Resumo

Eletrodos modificados sao uma alternativa simples e de baixo custo para a otimizagao
dos eletrodos classicos, ao melhorar a sensibilidade e seletividade e, por conseguinte,
abrir maiores possibilidades de aplicagdes. A modificagdo por eletropolimerizagdo ¢ uma
técnica baseada na utilizacdo de polimeros condutores ou permeaveis ao eletrdlito suporte
e a espécie de interesse, para recobrimento da superficie do eletrodo, com o objetivo de
ampliar a resposta eletroquimica, proteger a superficie dos eletrodos de impurezas,
bloquear interferentes, imobilizar biomoléculas, incorporar mediadores e fornecer
biocompatibilidade. A polianilina (PAni), formada pelo monomero da anilina apresenta
carater condutor promissor para aplicagdo, além de boa termoestabilidade, baixo prego,
alto rendimento e facilidade de sintese por vias quimicas e eletroquimicas em varios
solventes organicos ou mesmo em meio aquoso. O 4-aminofenol apresenta em sua
estrutura dois grupos substituintes diferentes (-NH» e -OH) ligados em um anel aromatico,
desta forma, torna-se um grande candidato para sitios de ligacdo de biomoléculas. O
presente trabalho teve como objetivo o estudo de pardmetros de producdo de um
copolimero formado por esses dois mondmeros, bem como sua caracterizacdo via
eletroquimica, infravermelho e microscopia eletronica de varredura. Foram usadas
diferentes variaveis de propor¢do entre os copolimeros na solugdo monomérica e
diferentes faixas de potenciais em voltametria ciclica para a eletropolimerizagdo. Os
copolimeros que apresentaram resultado mais promissor foram submetidos a teste de
deteccao de sonda e sonda/alvo por meio de metodologias direta e indireta, utilizando
poliGA e poliCT. O estudo conseguiu determinar e caracterizar uma metodologia
especifica para o desenvolvimento da plataforma de EG/poli(4-aminofenol-anilina) que
apresentou resultados mais satisfatorios que as plataformas EG/polianilina e EG/poli(4-

aminofenol), com a finalidade futura de aplicacdo no desenvolvimento de biossensores.

Palavras-chave: Copolimero; Anilina; 4-Aminofenol; Genossensor; Biossensor.

Xiv



Abstract

Modified electrodes are a simple and cheap alternative for optimization of classical
electrodes by improving sensitivity and selectivity and thus opening greater possibilities
of applications. Modification by electropolymerization is a technique based on the use of
conductive or permeable polymers in the electrolyte support and the species of interest to
cover the electrode surface, with the objective of increasing the electrochemical response,
protecting the electrode surface from impurities, blocking interferents., immobilize
biomolecules, incorporate mediators and provide biocompatibility. Polyaniline (PAni),
sintetized by the aniline monomer, has a promising conductive character for application,
besides good thermostability, low price, high yield and ease of synthesis by chemical and
electrochemical routes in various organic solvents or even in aqueous. 4-Aminophenol
has in its structure two different substituent groups (-NH2 and -OH) linked in an aromatic
ring, then it can be a great candidate for biomolecule binding sites. The present work
aimed to study the parameters of production of a copolymer formed by these two
monomers, such as their characterization via electrochemical, infrared and scanning
electron microscopy. Different variables were used between the copolymers in the
proporciono of monomers in solution and different potential ranges in cyclic voltammetry
for electropolymerization. The most promissor copolymers were submitted to probe and
probe / target detection test using direct and indirect methodologies wit polyGA and
polyCT. The study was able to determine and characterize a specific methodology for the
development of the EG / Poly (4-aminophenol-aniline) platform which presented more
satisfactory results than the EG / polyaniline and EG / poly (4-aminophenol) platforms

for the future purpose. of application in the development of biosensors.

Keywords: Copolymer; Aniline; 4-Aminophenol; Genosensor; Biosensor.
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1INTRODUCAO

1.1 ELETRODOS MODIFICADOS

O termo eletrodos quimicamente modificados (EQM) foi primeiramente
usado por Murray e colaboradores na década de 70, para designar eletrodos com espécies
quimicamente ativas em sua superficie de forma conveniente e estratégica tendo em vista
o0 seu objetivo de funcionamento (MOSES; WLER; MURRAY, 1975). A modificagdo da
superficie do eletrodo tem como finalidade a melhora da reatividade e seletividade dos
eletrodos classicos por meio de inser¢ao de outras espécies com propriedades diferentes,
a fim de manipular a natureza fisico-quimica da interface eletrodo-solugdo e, assim,
aumentar o leque de possibilidades de aplicagdes. Entre os principais elementos
modificantes estdo os filmes poliméricos, derivados de carbono (nanotubos de carbono,
grafeno, negro de fumo) e a imobilizagdo de agentes bioativos como enzimas, materiais

de tecido, bactérias, células e outros, acoplados com transdutores eletroquimicos.

Os eletrodos quimicamente modificados apresentam caracteristicas
vantajosas tais como baixo custo, facilidade na construcdo e possibilidade de
miniaturizacdo, o que os difere de instrumentos utilizados em outros métodos como os
cromatograficos e espectrofotométricos (MORILLO, 2017). Desta forma, a modificagao
quimica dos eletrodos ganhou considerdvel atencdo no meio cientifico, uma vez que
proporciona propriedades Unicas e aprimoradas que beneficiam a detecc¢ao eletroquimica
em comparagdo com os eletrodos convencionais (BROWN, 2018). Essa modificagdao
pode ser realizada por meio de ligagdes covalentes: modificador ligado covalentemente
ao substrato; adsor¢do: eletrodo exposto a uma solucao contendo o modificador, envolve
o contato de espécies eletroativas com a superficie do eletrodo por determinado tempo
para que ocorra interacdo, seja eletrostatica, por forcas de London ou ligacdes de
hidrogénio, na interface; eletroadsor¢do: aplicacdo de um potencial ao eletrodo, no qual
a quantidade do material depositado depende do tempo, nos métodos
cronoamperométricos, ou do numero de ciclos, nos métodos voltamétricos, muito
utilizado no desenvolvimento de polimeros em superficies eletrodicas; imobiliza¢ao por
oclusdo: imobilizando o agente modificador, produzindo materiais compositos formados

pela combinacdo de duas ou mais fases de diferentes naturezas (VIEIRA, 2011).

A modificac¢do por eletropolimerizag¢do consiste na utilizagdo de polimeros

condutores ou permeaveis ao eletrdlito suporte e a espécie de interesse, para recobrimento



da superficie do eletrodo, ampliando a resposta eletroquimica. O uso desses polimeros
também tem como objetivo proteger a superficie dos eletrodos de impurezas, bloquear
interferentes, imobilizar biomoléculas, incorporar mediadores e fornecer

biocompatibilidade (WALLACE; ZHAO, 1999).

1.2 POLIMEROS

Os polimeros, do uso diario aos plasticos de alta tecnologia, desempenham
um papel fundamental na vida humana. Os avangos na concepg¢do e comercializacdo de
novas geragdes de polimeros com arquitetura e microestrutura bem controladas deram
maiores dimensdes a seus usos potenciais (JOUYANDEH et al., 2019). Os filmes
poliméricos oferecem varias vantagens, tais como estabilidade quimica e fisica, inerentes
a diversos meios € uma ampla faixa de pH, grupos funcionais reativos e estruturas

controlaveis (MACIEL et al., 2019).

Os polimeros consistem de cadeias longas formadas pela repeticdo de
unidades mais simples, chamadas monomeros, ¢ sdo em geral materiais organicos
conhecidos principalmente por serem excelentes isolantes térmicos e elétricos. Na década
de 70, uma nova area de polimeros organicos, denominados polimeros condutores, foi
descoberta e desde entdo permanece em constante desenvolvimento, devido sua

importancia relacionada a possibilidade de conduzir corrente elétrica (ROCHA, 2000).

Os polimeros de carater nao-condutor eletropolimerizados apresentam grande
resisténcia elétrica, um crescimento autolimitado e o filme formado € muito mais fino que
o os filmes poliméricos condutores (NAKABAYASHI; AKUDA; MAI, 1998). Ja os
polimeros condutores sdo formados por cadeias contendo duplas ligagdes conjugadas,
permitindo o fluxo de elétrons em condigdes especificas de dopagem!'. Os orbitais ©
podem, facilmente, receber (reducao) ou doar elétrons (oxidagdao) formando um ion. A
partir desses processos, encontram-se cargas delocalizadas ao longo da cadeia polimérica,
que sdo neutralizadas através da entrada e saida de cations ou anions. Esse fluxo de
elétrons pode ser considerado como resultado de efeitos estruturais na cadeia polimérica,
originados durante o processo de polimerizacdo. Desta forma, os polimeros condutores

apresentam propriedades elétricas, magnéticas e Opticas semelhantes as propriedades dos

1 Os agentes de carga que efetuam a redu¢io ou a oxidagdo do polimero, tornando-o, de isolante para
condutor sdo chamados de dopantes, em analogia a dopagem em semicondutores.



semicondutores e at¢ mesmo de alguns metais, sendo capazes de conduzir eletricidade
(AUGUSTO, 2009). Alguns exemplos desses polimeros podem ser visualizados na
Figura 1.
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Figura 1: Estrutura de alguns polimeros condutores. Fonte: (AUGUSTO, 2009) adaptado.

Os polimeros podem ser sintetizados via eletroquimica a partir de seus
mondmeros, por meio de reagdes anddicas ou catddicas, sendo a polimerizagdo anddica
a mais adotada. Esse processo consiste em uma oxidagdo eletroquimica do mondmero,
resultando no recobrimento do eletrodo pelo polimero sintetizado. A eletropolimerizagao
geralmente envolve uma reagdo eletroquimica-quimica-quimica (ECC), sendo o primeiro
passo (eletroquimico) a eletro-oxidagdo do monomero utilizado ao seu correspondente
cation radical. As partes quimicas sdo constituidas pela polimerizagao na solugao e, por
ultimo, pela eletrodeposi¢do do polimero formado na superficie do eletrodo (INZELT et
al., 2000). Os cation radicais formados no primeiro passo apresentam alta instabilidade,
portanto grande reatividade, podendo promover outros tipos de reagao. Quando ocorre
uma ECC efetiva, a dimerizag¢ao? ¢ o primeiro passo da etapa quimica. O crescimento da
cadeia e a formacdo do polimero provém da reacdo do dimero resultante com outra

molécula neutra e assim por diante. Entretanto, podem ocorrer reacdes de dimerizagdo

2 Processo corresponde a unido de dois monémeros, formando um dimero.



paralelas, formando produtos diferentes ou polimeros com estruturas distorcidas, além da
possibilidade de formacdo de um dimero neutro quando ocorre a reagdo de terminagao
entre dois cations radicais. Pode ocorrer a reagdo do cation com o eletrodo ou reagoes
laterais com o solvente ou moléculas presentes na solu¢ao (MELO, 2009). O esquema

geral da eletropolimerizagdo ¢ mostrado na Figura 2.

M Monémen
m Eletrodo de trabalho
2 Etapa — 3 Etapa
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Figura 2: Esquema geral de uma polimerizagéo eletroquimica. Fonte:(MELO, 2009) adaptado.

A sintese controlada de polimeros ¢ possivel por eletropolimerizagao,
ajustando alguns parametros tais como nimero de varreduras de potencial, velocidade de
varredura de potencial, potencial aplicado, caracterizando-se como um método simples,
entretanto eficaz, para a modificacdo de eletrodos para aplicagdao em sensores (ATES,
2013). Além disso, as superficies eletrodicas modificadas com polimeros apresentam
capacidade de compatibilidade dimensional e quimica com biomoléculas, possibilitando
a catélise e reagdes, bem como promovendo reagdes de transferéncia de elétrons entre
biomoléculas e substratos do eletrodo, fator que contribui para que sejam amplamente

utilizadas na construgdo de biosensores (BARSAN; GHICA; BRETT, 2015).

Dentre os monomeros mais utilizado para a polimerizagao, a anilina e o fenol
sao alguns dos mais estudados pela literatura. As anilinas possuem maior solubilidade em
meio aquoso, apresentando a caracteristica de levarem a formacdo de polimeros com
melhor processabilidade, enquanto os fendis e derivados formam polimeros ndo
condutores (LAPUENTE; CASES; GARCE, 1998; GENIES, 1990). Estudos indicam que
mondmeros que contém grupamentos aromaticos ligados diretamente ao oxigénio
apresentam facilidade de polimerizagdo, alta resisténcia mecanica e maior estabilidade

para o eletrodo (LOFRANO; MADURRO; ROMERO, 2000; LOFRANO et al., 2004).



1.2.1 POLIANILINA

Formada a partir da polimerizacdo do monomero da anilina (Figura 3), a
polianilina (PAni) foi sintetizada pela primeira vez por Lethby em 1862, utilizando o
método de oxidagdo eletroquimica da anilina em meio de acido sulfurico. Apresenta
carater condutor, sendo muito estudada na literatura (SYED; DINESON, 1991). Além
disso, a PAni tem boa termoestabilidade e pode ser facilmente sintetizada por via quimica
ou eletroquimica em vérios solventes organicos ou mesmo em meio aquoso (WANG et
al., 2017). Dentre outras vantagens, podem ser citados seu preco baixo, alto rendimento,
boa estabilidade, excelentes propriedades Opticas e elétricas e boa propriedade
anticorrosiva, que garantem sua ampla utilizacdo em aspectos comerciais e tecnologicos

(LIAO et al., 2017).

H,N

Figura 3: Estrutura molecular da anilina, monémero da polianilina, Fonte: a autora

A sua forma dopada promove grande estabilidade quimica combinada com
niveis altos de condutividade elétrica que podem ser controlados (PRON; RANNOU;
SYNTHE, 2002). PAni e seus derivados podem ser convertidos em materiais condutores
a partir de seus estados isolantes através de técnicas de dopagem, como dopagem quimica
por transferéncia de carga, dopagem eletroquimica por acido protdnico e fotodopagem
por inje¢ao de carga em uma interface de metal/polimero semicondutor (VENUGOPAL
et al., 1996).

As polianilinas (Figura 4) pertencem a uma classe de polimeros, cuja
composicao ¢ dada por y e (1-y) unidades repetitivas das espécies reduzidas e oxidadas
respectivamente. O valor de y pode variar continuamente entre 1 para o polimero
completamente reduzido, contendo somente nitrogénios amina, € zero para o polimero

completamente oxidado, contendo somente nitrogénios na forma de iminas.
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Figura 4: Estrutura molecular da polianilina, fonte: (MATTOSO, 1996) adaptado.

Os diferentes graus de oxidag@o da polianilina (Figura 5) sdo designados pelos
termos leucoesmeraldina, protoesmeraldina, esmeraldina, nigranilina e pernigranilina
quando y for igual a 1; 0,75; 0,5; 0,25 e 0 respectivamente (MATTOSO, 1996). O sal
esmeraldina ¢ a forma da polianilina que apresenta os maiores valores de condutividade
(10 a 103 S/cm) chegando até a apresentar um carater metalico, enquanto as formas

leucoesmeraldina e perniranilina, apesar de também poderem ser protonadas, ndo formam

espécies condutoras (DE CASTRO, 2004).

leucoesmeraldina: completamente reduzida

sal de esmeraldina: parcialmente oxidada

base esmeraldina: parcialmente oxidada

pernigranilina: completamente oxidada

Figura 5: Diferentes formas da polianilina, fonte: (MATTOSO, 1996; MEDEIROS, OLIVEIRA FILHO,
2012) adaptado



A primeira etapa de polimerizacao (Figura 6) envolve a oxidacdo da anilina,
formando o cétion radical (cation nitrenium), pela transferéncia de elétrons do nivel de
valéncia do atomo de nitrogénio da anilina, independente do pH do meio. O cation radical
da anilina possui trés formas de ressonancia, todavia a forma com o elétron na posi¢ao
para ¢ a mais reativa, devido ao efeito indutivo no substituinte e a auséncia de

impedimento estérico.

. O + + 4+
NH, NH, NH, NH NH
@ _ E- @ @ | b | @
— e -
cation radical estruturas ressonantes do cation radical

Figura 6: Formagao do cation radical e suas estruturas de ressonancia, fonte: (RATES, 2006)

O cation radical reage com uma outra estrutura de ressonancia, formando assim
o dimero p-aminodifenilamina. Em seguida, o dimero formado sofre oxida¢do e forma
um novo cation radical, que pode reagir tanto com um mondmero cation radical ou com
um dimero cation radical, para formar respectivamente um trimero ou um tetrdmero. Esse

mecanismo, representado na Figura 7, ocorre n vezes até a formagao da polianilina.
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Figura 7: Mecanismo de polimerizag¢ao oxidativa da anilina, fonte: (RATES, 2006;
RAVINDRAKUMAR, 2014) adaptado.



1.2.2. 4-AMINOFENOL

Os aminofendis (AF), considerados derivados de fenois e anilinas, sdo
compostos que apresentam em sua estrutura dois grupos substituintes diferentes (-NH> e
-OH), ligados em um anel aromatico, grandes candidatos para sitios de ligacdo de
biomoléculas (VIEIRA, et al, 2006). Apesar da diferenca estrutural evidenciada nos
isomeros de posi¢ao, 2-aminofenol, 3-aminofenol e 4-aminofenol, tanto a anilina quanto
o fenol apresentam comportamento eletroquimico parecido, pois ambos sdo precursores
na formagdo de filmes, com amplas aplicacdes em sensores ¢ biossensores
(SALAVAGIONE et al., 2004). O 4-aminofenol (Figura 8) apresenta uma boa proposta
para a formagao dos filmes e para a imobilizacdo das biomoléculas, uma vez que os seus
dois grupos funcionais se encontram na posi¢do para, o que deve promover menor

impedimento estérico para o cumprimento das duas fungoes.

NH, NH, NH,
OH
OH
OH
2-Aminofenol 3-Aminofenol 4-Aminofenol

Figura 8: Estrutura molecular do 4-aminofenol, fonte: a autora

Durante o processo de sintese de polimeros, os mondmeros sdo oxidados para
formar cations ou cations radicais e, em seguida, reagem formando oligomeros que se
depositam na superficie do eletrodo na forma de polimero.

Estudos sobre a cletro-oxidacdo do 4-aminofenol indicam a saida de dois
elétrons e dois protons, produzindo a quinoneimina e em seguida a 4-benzoquinona
(Figura 9). Com valores de pH maiores, ocorre a segunda reagdo quimica entre 4-
benzoquinona e 4-aminofenol, isto €, a reagdo de acoplamento 1,4 e a geragdo de filme

sobre a superficie do eletrodo (HAWLEY E ADAMS, 1965).
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Figura 9: Reagdo de eletro-oxidacdo do 4-aminofenol, fonte: (HAWLEY E ADAMS, 1965) adaptado.

Outra possibilidade para o mecanismo de polimerizagdo via quimica do 4-
aminofenol ¢ elucidado na Figura 10. A retirada de um elétron do mondmero ¢ feita pelo
ion sulfato radical, assim como a retirada do préton € feita por uma base, a formar o cation

radical, em suas estruturas de ressonancia.

As estruturas em que o cation radical se encontra no nitrogénio sdo mais
estaveis que no oxigénio, pelo fato do nitrogénio ser menos eletronegativo que o oxigénio.
O cation radical reage com outra estrutura de ressonancia formando o dimero, que, por

conseguinte reage mais inimeras vezes para formar a estrutura do poli(4-aminofenol).

Sendo assim, considera-se um fator interessante a influéncia do meio reacional
em sua resposta eletroquimica, relatado sobre alguns polimeros eletroativos. Como o 4-
aminofenol apresenta diferenca na protonacao dos grupos -OH e -NH>, influenciado pelo
pH, podem ser obtidos diferentes filmes poliméricos na superficie do eletrodo. Alguns
estudos demonstraram que o polimero formado em meio acido ¢ eficiente na imobilizagdo
e deteccdo de material genético, adenosina trifosfato e guanosina trifosfato, no qual a
amplitude do sinal de deteccao foi vinte e quatro vezes maior quando comparado com um

eletrodo de grafite ndo modificado com o polimero (BRITO-MADURRO et al., 2007)
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Figura 10: Proposta de mecanismo para a polimerizagdo do 4-aminofenol. Fonte: (G. THENMOZHI, P.

AROCKIASAMY, 2014) com modificagdes.
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1.2.3 COPOLIMEROS

Enquanto os polimeros que contém apenas uma unidade monomérica sio
chamados de homopolimeros, aqueles que contém duas ou mais unidades monoméricas
diferentes sao conhecidos como copolimeros (MALEICO; MAURANO; GALLAND,
1998). Os copolimeros podem ser classificados em quatro classes: em bloco, alternado,

aleatorio, e enxertado, de acordo com a disposi¢ao de seus monoémeros, conforme mostra

a Figura 11 (YOKOYAMA, 1992).

COPOLIMERO ALTERNADO COPOLIMERO ALEATORIO

e e e e o0 O 00

COPOLIMERO EM BLOCO COPOLIMERO ENXERTADO

..........W

Figura 11: Classifica¢do dos copolimeros, fonte: (YOKOYAMA, 1992), adaptado.

A partir do arranjo de mondmeros contendo diferentes naturezas e propriedades,
vislumbra-se a obtengdo de um copolimero com caracteristicas que atendam as condig¢des
desejadas. Sendo assim, o intuito do uso do 4-aminofenol e anilina neste trabalho ¢ o
desenvolvimento do copolimero poli(anilina-4-aminofenol) com caracteristicas
estratégicas para imobilizacao, pela possibilidade de combinacao das propriedades desses
mondmeros, uma vez que a polianilina apresenta facilidade de polimerizagdo e boa
estabilidade e o poli(4-aminofenol) apresenta consideravel biocompatibilidade com

diferentes tipos de biomoléculas, pelos seus grupos funcionais.
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1.3 BIOSSENSORES
1.3.1 ORIGEM DOS BIOSSENSORES

O termo “biossensor” foi primeiramente proposto por Cammanmo ano 1977,
em um artigo cujo principio fundamental proposto ¢ o embasamento em determinacdes
indiretas que podem ser mensuraveis (CAMMANN, 1977). Entretanto, o primeiro
biossensor foi desenvolvido em 1956 por Leland C. Clark, considerado como o “pai dos
biossensores”’, com o objetivo de detectar oxigénio no sangue, por meio da correlagdo e
analise da reducao de oxigénio em um eletrodo de platina (CLARK, 1956). Apos a falha
da primeira tentativa de seu biossensor devido a adsor¢do dos componentes do sangue na
superficie do eletrodo, ocasionando distor¢do do sinal, Clark utilizou um polimero de
celulose (involucro de celofane), realizando assim a separacao das biomoléculas,
possibilitando que apenas substancias de baixo peso molecular, principalmente o
oxigénio, pudessem chegar ao eletrodo para serem mensuradas (RENNEBERG et al.,
2008). Alguns anos depois, em 1962, Clark desenvolveu outro trabalho com Lyons, no
qual adicionava a enzima glicose oxidase concentrada entre a solugdo e o eletrodo,
contidas em camadas de membranas interpostas, fornecendo fundamentos essenciais para

os biossensores (CLARK; LYONS, 1962).

Desta forma, Leland Clark abriu as portas para o desenvolvimento de
pesquisas em biossensores, principalmente os enzimaticos, possibilitou que, no ano de
1969, George Guilbault publicasse sua pesquisa sobre um eletrodo produzido, utilizando
como base a imobiliza¢do da enzima urease e um sensor de pH, a fim de realizar detec¢do
potenciométrica de uréia (GUILBAULT; MONTALVO, 1969). Logo apds, em 1973,
Mindt e Racine elaboraram o primeiro sensor de lactato, cujo sinal da enzima era
independente da concentracdo de oxigénio da amostra, marco que representou um grande
avanco no aprimoramento dos biossensores (RACINE; MINDT; SCHLAEPF, 1973). Por
fim, no ano de 1975, com base nos estudos publicados por Clark, o primeiro biossensor
comercial foi desenvolvido pela Yellow Spring Instruments (YSI) para detec¢do de

glicose (RENNEBERG et al., 2008).

Desde entao, os biossensores vem sendo uma grande area de desenvolvimento
e pesquisa multidisciplinar continuamente crescente, envolvendo diversos dominios do
conhecimento, como Ciéncias Exatas, Ciéncias Bioldgicas, Nanotecnologia e Eletronica,
podendo ser aplicados em varias ambitos de interesse e melhoria da qualidade de vida

humana, como monitoramento ambiental (UMAR; ALEXANDER; WIEST, 2015),
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analise de alimentos (NIKOLELI, 2019), descobrimentos de drogas (CHEN et al., 2018),
detec¢do de doencas como o cancer (ZHOU et al., 2019) e outras doengas com alta taxa
de mortalidade (REBELO et al., 2019). Na Figura 12 ¢ possivel visualizar grafico com o
numero de publicagdes por ano no intervalo de 1996 e 2019, de acordo com os dados
obtidos ao pesquisar a palavra “biossensor” na plataform8ciencedirect. A partir desses
dados, nota-se o aumento quase exponencial do nimero de publicagdes sobre
biossensores, evidenciando o enorme avango e importancia dessa area no cenario

cientifico atual.
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Ano de publicagdo

Figura 12: Numero de publicagées com termo “biosensor” de 1996 a 2019 na plataform sciencedirect.

Elaborado em 04/02/2020 por autoria propria.

O interesse em produgdo de biossensores esta centrado em algumas vantagens
desses dispositivos, como a possibilidade de construcdo de sistemas miniaturizados, a
utilizacao de fragdes reduzidas de amostras para analises, capacidade de producao com
baixo custo, tempo rapido de andlise, independéncia de mao de obra especializada para
seu manuseio, além da perspectiva de andlises com alta sensibilidade e especificidade

(CECCHETTO, 2014).

1.3.2 DEFINICAO E CLASSIFICACAO
Segundo a defini¢do disponivel no relatdrio técnico da IUPAC, entende-se

por biossensores aqueles sensores quimicos’® cujo sistema de reconhecimento utiliza de

3 Para a IUPAC os sensores quimicos s3o dispositivos que transformam informagdo quimica em um

determinado sinal analitico utilizavel, contendo em sua estrutura dois componentes basicos em séries: um
sistema de reconhecimento quimico (receptor) e um transdutor fisico-quimico.
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reagdes bioquimicas especificas e envolve o uso ou o reconhecimento de moléculas
bioldgicas em sua interface, mediadas por enzimas, imunossistemas, tecidos, organelas
ou células inteiras isoladas, a fim de detectar um analito através de um transdutor. Desta
forma, os biossensores podem ser classificados de acordo com elemento de
biorreconhecimento, modo de transdug¢do do sinal ou pela combinagdao desses dois
elementos (THEAVENOT et al, 1999). O esquema geral de um biossensor esta

representado na Figura 13.

ANALITO BIORRECEPTOR TRANSDUTOR AMPLIFICADOR

*x 0%

D.D

Enzimas
Luz
Células [Fotodiodos]

DNA Calor .
’— [Termistores] EXIBICAO
RNA ELETRONICA

Mudanga de pH
Anticorpos [Eletrodo de pH]

[Conversdo do sinal
analogico a digital]

Antigenos Mudanga de massa
[Eletrodo de Quartzo]

)
Sy
Xq

Nanoparticulas

Figura 13: Configuragdo esquematica de um biossensor, fonte: a autora

Biossensor € caracterizado como um dispositivo analitico composto de um
elemento de reconhecimento bioldgico, denominado biorreceptor que, em contato com
um transdutor, converte a concentracdo de um analito em um sinal elétrico proporcional
a esta concentragdo (XIA; WEIL, WAN, 2010). Esse principio bdasico de
proporcionalidade entre a concentragdo de um analito € um sinal elétrico do biossensor
tem sua origem remota no trabalho de M. Cremer em 1906, que, mesmo antes do conceito
de pH, evidenciou que a concentracao de um &acido em um liquido € proporcional ao

potencial elétrico localizado em lados opostos de uma membrana de vidro (KADEN,
2010).

Alguns biocomponentes sdo adequados para o uso na composi¢do dos
biossensores, entre eles: enzimas, cofatores, receptores, anticorpos, células de micro-
organismos, organelas e tecidos (vegetais, animais e fungicos) (SILVA, 2011). O sistema

de biorreconhecimento apresenta uma biomolécula, também denominada de “sonda”,

15



imobilizada em sua interface que fornece um sinal ao entrar em contato com o analito de
interesse da amostra ‘alvo”. Por conseguinte, o elemento bioldgico de reconhecimento
deve apresentar uma elevada especificidade, estabilidade em condi¢des normais de
armazenamento € ensaios com pequena ou nenhuma alteragao entre si, a fim de compor
um biossensor com alta reprodutibilidade e qualidade (RIBOVSKI, 2015). Desta forma,
o sistema de transducdo ¢ capaz de transformar esse sinal produzido pela interagdo
bioldgica sonda-alvo em um sinal elétrico que, por fim, fornecendo a resposta analitica
util para um processador de sinal, completando os trés sistemas que compdem o

funcionamento do biossensor (LUONG; MALE; GLENNON, 2008).

O sistema de transdug@o ¢ um fator importante na hora de desenvolver um
biossensor, dependente do tipo de evento de biorreconhecimento, pois exerce a fungdo de
distinguir as alteragdes causadas pela interacao entre o receptor bioldgico e seu analito, e
converte-las num sinal analiticamente mensuravel, visualizado, amplificado e
armazenado (CASTILLO et al., 2004). Portanto de acordo com o sistema elaborado e o
tipo de energia produzida, devem ser utilizados diferentes tipos de transdutores, tais como
os transdutores oOpticos, transdutores eletromagnéticos, transdutores calorimétricos e

transdutores eletroquimicos.

Os transdutores Opticos operam medindo sinal em forma de luz, por exemplo,
baseados nos fendmenos da fluorescéncia e difragcao 6ptica (ABDULHALIM; ZOUROB;
LAKHTAKIA, 2008). Sendo assim, o produto de reagdo do biossensor modifica a
intensidade da luz emitida ou ele proprio gera um sinal 6ptico detectavel (VELASCO-

GARCIA, 2009).

Os transdutores eletromagnéticos, também chamados piezoelétricos ou
sensitivos a massa, funcionam com base na medida da alteragao da frequéncia de vibracao
de um cristal oscilante pela presenga de um analito alvo (SKLADAL, 2003). O
fundamento se encontra na utilizacao de propriedades piezoelétricas* de materiais que nao
possuem centro de simetria, tal como o quartzo, principal componente piezoeléctrico
utilizado nos biossensores (ALDER; MCCALLUM, 1983). Sendo assim, com a aplicacao
de um sinal elétrico, com frequéncia especifica, oscilam, sendo que a frequéncia de

oscilacdo ¢ dependente da frequéncia elétrica aplicada e da massa do cristal e, uma vez

4 0 efeito piezoelétrico aparece quando é aplicada uma pressdo capaz de deformar a rede cristalina de
materiais dielétricos, causando uma separagao dos centros de gravidade das moléculas carregadas de
maneira oposta, gerando momentos dipolares em cada molécula.
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que ocorre o aumento da massa causado pela ligagao as biomoléculas, a frequéncia de
oscilagdo do cristal também muda, de forma a ser mensurada eletricamente para

determinar a massa adicional (CULLUM, 2008).

Os transdutores calorimétricos ou termométricos sao aqueles que, levando em
consideragdo a geragdo ou diminuigdo de calor provenientes das reagdes de
biorreconhecimento, que ocorrem quando o analito se liga a biomolécula imobilizada na
superficie do sensor termal, baseiam-se quantitativamente nessas mudangas de
temperatura para gerar um sinal que ¢ proporcional a entalpia molar e ao nimero total de
moléculas na reagdo (ZHANG; TADIGADAPA, 2004). Esse transdutor pode ser
considerado seletivo porque a medida da temperatura ocorre por meio de termistores e
sdo insensiveis as propriedades Opticas e eletroquimicas da amostra, sendo utilizados na
analise de componentes de processos industriais como na industria alimenticia (BHAND

et al., 2010; KOUGIANOS, 2006).

Por fim, nos transdutores eletroquimicos utiliza-se como base o
monitoramento das espécies eletroativas, sendo que as reagdes quimicas ocorridas entre
o analito e a biomolécula , mediante a aplicacdo de um potencial ou corrente, alteram a
magnitude do sinal padrdo observavel por meio da producao ou consumo de ions ou
elétrons (THEVENOT et al., 2001). Devido as suas caracteristicas vantajosas, tais como
baixo custo de produgdo, portabilidade, alta sensibilidade e compatibilidade com as
tecnologias de microfabricagdo, além da relativa facilidade e variedade na modificacao,
os transdutores eletroquimicos destacam-se no meio académico e comercial em relagao
aos outros trés (MAHATO et al., 2018). Os biossensores eletroquimicos utilizam sistemas
eletroquimicos formados por trés ou dois eletrodos. Um sistema eletroquimico tipico
consiste em um eletrodo de trabalho, um eletrodo de referéncia e um contra-eletrodo. O
eletrodo de trabalho consiste em um material condutor solido quimicamente estavel,
como platina, ouro ou carbono; o eletrodo de referéncia geralmente consiste de um fio ou
placa de prata metdlica revestida com uma camada de cloreto de prata (Ag/AgCl); e um

fio de platina ¢ normalmente usado como eletrodo auxiliar (MOON et al., 2018).

Outra forma de classificacio dos biossensores ¢ pelo seu tipo de
biorreconhecimento, os quais podem ser biossensores enzimaticos, biossensores baseados
em receptores proteicos, imunossensores, biossensores de DNA (genossensores) ou

biossensores celulares. Nos biossensores enzimaticos, como o biossensor de glicose
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produzido por Clark em 1962, as enzimas imobilizadas funcionam como catalisadores
bioldgicos nas reagdes de conversdao de substratos, tornando o produto final (inibidores,
moduladores da reagdo catalitica ou outros produtos reacionais detectaveis) em geradores
de sinal (MARCO; BARCELO, 1996). Os receptores proteicos apresentam um
sensoriamento natural, tornando-os vantajosos na aplicacdo em biossensores, uma vez
que sdo compostos por proteinas ndo-cataliticas presentes nas membranas celulares, cuja
fungdo € conectar o espago extracelular e intracelular e, deste modo, exercem um papel
como sensores quimicos responsaveis pela comunicacdo célula-célula, por ligacdes
especificas reversiveis de neurotransmissores ¢ hormdnios que coordenam a atividade
celular (PADDLE, 1996). Os imunossensores tem o biorreconhecimento efetuado por
meio da ligacdo entre antigenos e anticorpos’, promovendo alta seletividade e
especificidade, devido a formacdo de um complexo estavel, no qual o antigeno, que
funciona como o analito, € 0 unico componente que se liga exatamente no sitio de ligacdo
do anticorpo (FELIX; ANGNES, 2017). Nos biossensores celulares, os elementos de
biorreconhecimento podem ser células ou micro-organismos inteiros ou componentes
celulares especificos, que, por possuirem diversos componentes de membrana, ligam-se
com o analito com maior frequéncia, proporcionando baixos limites de detec¢ao, todavia
pouca seletividade (MONOSIK; STREDANSKY; STURDIK, 2012) . Por fim, os
genossensores sao aqueles biossensores que utilizam fragmentos de DNA como forma de
biorreconhecimento, apresentando baixo custo, estabilidade e rapidez na resposta
(LUCARELLI et al., 2004). Tanto o DNA quanto o RNA sdo polimeros de nucleotideos
compostos por adenina (A), timina (T), guanina (g) e citosina (c). No RNA, a timina ¢
substituida pela Uracila (U) (LEHNINGER, 2006). A molécula de DNA possui ligacdes
entre seus pares de bases de maneira especifica, sendo assim, 0 mecanismo se d4 por meio
da interag@o entre os pares de bases, produzindo um sinal analitico detectavel, isto &, o
biossensor atua distinguindo o evento de hibridizagdo entre a sonda imobilizada
(oligonucleotideos) e o alvo na amostra, identificando o sinal do analito quando ¢ formada
dupla-fita de DNA apo6s a hibridizagdo (dsDNA ou duplex), ou a auséncia desse sinal
(fitas simples de DNA — ssDNA) (AVRAHAM; HEROLD, 2008). Para que haja essa
interagdo sonda-alvo, ¢ preciso um sucesso efetivo na etapa de imobilizacdo da

biomolécula sonda, na qual o desenvolvimento de um copolimero pode apresentar um

> O anticorpo, ou imunoglobulina, ¢ uma molécula glicoproteica complexa capaz de se ligar a antigenos
para evitar que uma particula invasora cause danos a saude.
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perfil vantajoso ao propor combinagdes de caracteristicas uteis de diferentes monomeros

(MARQUES, 2013).

1.4. TECNICAS ELETROQUIMICAS

A Eletroquimica ¢ um ramo da Fisico-Quimica que compreende um conjunto
de métodos analiticos quantitativos baseados nas propriedades elétricas do analito alvo,
usando como instrumento uma célula eletroquimica. A partir dessas técnicas
eletroanaliticas, ¢ possivel estabelecer baixos limites de deteccdo, além de outras
informacgdes que caracterizam e descrevem eletroquimicamente determinados sistemas,
tais como: estequiometria, velocidade de transferéncia de carga interfacial e de massa,
entre outras (BARD; FAULKNER, 1983). Desta forma, o uso da eletroquimica oferece
varias vantagens para a aplicagdo em biossensores, uma vez que apresenta as principais
caracteristicas para o desenvolvimento de dispositivos point-of-care (PoC): possibilidade
de miniaturizagdo de transdutores, baixo custo na producdo, facil manuseio e
interpretacdo, promovendo maior possibilidade de comunicagdo entre o desenvolvimento
académico e a aplicagdo comercial, uma vez que a maioria dos biossensores comerciais

utilizam transdutores eletroquimicos (TELES, 2006).

As técnicas eletroquimicas podem ser organizadas de acordo com o tipo de
medida, divididas em técnica amperométrica, que investiga reagdes que geram uma
corrente mensuravel; a técnica potenciométrica, que investiga reagdes que geram
potencial mensuravel ou acumulo de cargas; a técnica condutimétrica, que explora as
alteracdes mensuraveis das propriedades condutivas de um meio entre os eletrodos; a
técnica impedimétrica, que mede a impedancia, tanto a resisténcia quanto reatincia

(SKOOG, 2005).

O principio que permite a andlise quantitativa por meio das técnicas esta
relacionado com a relagdo entre concentragdo e corrente. Na Equacdo 1 a corrente
faradaica ‘1”7 ¢ determinada pelo nimero “n” de elétrons envolvidos na reagao
multiplicada pela constante de Faraday “F”, pelaarea do eletrodo “A” e pelo fluxo do
analito nos limites interfaciais ‘"’ Na Equacdo 2, ¢ possivel calcular a taxa da reagao,
sendo kO a constante de taxa heterogénea da transferéncia de elétrons, a qual descreve a
cinética da transferéncia e cO que corresponde a concentragdo do analito na interface

eletrodo/eletrolito que, por sua vez, ¢ dependente do transporte de massa do analito para

a interface (HAMMOND et al., 2016).
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A dependéncia entre a concentracdo do analito e a corrente constréi o
fundamento de funcionamento dos biossensores eletroquimicos, que se d4 a partir da
variagdo de alguma grandeza elétrica, devido aos processos redox que ocorrem na
superficie do eletrodo por meio da troca de elétrons, correlacionada com a concentragao
do analito, (DIAMOND, 1999). Através do controle dos fatores que influenciam a
velocidade da reagdo: concentragdo do analito e outras espécies na matriz € nos limites
interfaciais; transporte de massa® das espécies da solucdo até os limites interfaciais;
transferéncia de elétrons nos limites interfaciais; outras reagdes quimicas que podem
ocorrer dentro da amostra-matriz; outras interagdes com os eletrodos (adsor¢do,
eletrodeposi¢do); fatores externos, como temperatura e pressao, ¢ possivel minimizar

erros e interferéncias a fim de melhorar a performance do biossensor (HARRIS, 2007).

1.4.1 VOLTAMETRIA

A voltametria ¢ uma técnica qualitativa e quantitativa capaz de produzir
informagdes sobre os processos redox das espécies eletroativas, através do registro de
corrente em funcdo do potencial aplicado. A medida de corrente ¢ dada em uma célula
eletroquimica em condi¢des de completa polarizacao de concentracao, cuja velocidade de
oxidacdo e reducdo do analito ¢ limitada pela velocidade de transferéncia de massa do
analito para a superficie do eletrodo (SKOOG, 2005). Na célula eletroquimica,
encontram-se trés eletrodos imersos em uma solucao que contém o analito e excesso de
um eletrolito nao reativo (eletrolito suporte). No eletrodo de trabalho, o potencial em

relagdo ao eletrodo de referéncia varia linearmente com o tempo. O eletrodo de referéncia

€ O analito pode alcangar o eletrodo por difusdo através de um gradiente de concentragdo, por convecgdo
com movimentos na solugdo governados por fendmenos fisicos ebuli¢@o, agitacdo) e por migracao, que ser

da pela atragdo ou repulsdo de uma superficie carregada.
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tem um potencial constante. A corrente medida € aquela que flui entre o eletrodo de
trabalho e o terceiro eletrodo, o eletrodo auxiliar ou contra-eletrodo. As correntes geradas
pelas reagdes redox na superficie do eletrodo de trabalho e do fluxo do contra-eletrodo
sao correntes faradaicas (HARRIS, 2007). No presente trabalho serdo adotadas as
técnicas de voltametria ciclica e de pulso diferencial. A Figura 14 apresenta essas duas

técnicas com referentes sinais de excitagdo e correntes resultantes.

A voltametria ciclica proporciona informagdes sobre a termodinamica de
processos redox, da cinética de reagdes heterogéneas de transferéncia de elétrons e sobre
reagdes quimicas acopladas a processos adsortivos. Durante a varredura de potencial, o
potenciostato mede a corrente versus o potencial aplicado (I vs E) no eletrodo de trabalho
em forma de ciclo, das regides mais positivas (anddicas) para as mais negativas
(catodicas) ou vice-versa. As espécies oxidadas geradas no sentido direto sdo reduzidas
no sentido inverso — quando apresentam um processo reversivel -, gerando picos
separados para a reacao de oxidagdo e de reducdo, respectivamente, e cada uma delas
pode ser caracterizada por um potencial e corrente de pico. Desse modo, a varredura do
potencial em ambas as dire¢des fornece informagdes sobre o comportamento
eletroquimico das espécies geradas no eletrodo de trabalho (KISSINGER; LAFAYETTE;
HEINEMAN, 1983).

Na técnica de voltametria de pulso diferencial, pulsos de amplitude fixos
sobrepostos a uma rampa de potencial crescente sdo aplicados ao eletrodo de trabalho. A
corrente ¢ medida antes da aplicacao do pulso e depois da aplicacao e, instrumentalmente,
a primeira ¢ subtraida da segunda. A diferenga das correntes ¢ dada versus o potencial
aplicado e o voltamograma resultante possui picos de corrente de forma gaussiana onde
a concentra¢do do analito ¢ diretamente proporcional a drea do pico. Por meio da
subtragdo das duas correntes medidas, € possivel corrigir a corrente capacitiva (ndo-
faradaica) gerada. Entdo, a corrente total de ocorréncia na interface eletrodo-solucdo é
medida minimizando a contribui¢do de correntes de fundo indesejaveis, o que
proporciona o aumento de sensibilidade da técnica e justifica a popularidade desse

método na deteccdo em biossensores eletroquimicos (BARD; FAULKNER, 2001).
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Tipo de voltametria Sinal de excitagdo Corrente resultante

pulso diferencial

Voltametria ciclica

Figura 14: Formas de aplicacdo do potencial para os dois tipos de voltametria. Fonte: (SKOOG, 2005)

1.5 FORMAS DE DETECCAO

Os ensaios eletroquimicos para a deteccdo da biomolécula do biossensor
podem ser ministrados de duas formas: direta e indireta. A deteccao direta baseia-se na
interacdo direta da molécula bioativa de reconhecimento com o analito (OLIVEIRA;
PEREIRA, 2016). Nesse caso, essa interagao biologica ¢ mensurada de forma direta, isto
¢, a mudancga de sinal quimico observada na técnica € referente a interagdo. O método
direto apresenta como vantagens tempo de operagao mais curto, maior sensibilidade e
custos mais baixos (VITORETI, 2014). Nos métodos indiretos, utiliza-se biomoléculas
conjugadas como elementos cataliticos, indicadores de interagdo ou moléculas
fluorescentes (STRATIS-CULLUM, 2009). Entretanto, com uma etapa adicional de
producdao do biossensor, esse método demanda maior custo na sintese e,

consequentemente maior tempo e possibilidade de perda de reprodutibilidade
(ALFONTA; SINGH; WILLNER, 2001).

Nos genossensores, a fita simples (ssDNA), apds o processo de interacdo com
o alvo complementar, regenera a dupla fita (dsSDNA), num processo denominado de
hibridizacdo (Figura 15). Este sinal pode ser detectado de forma direta por meio da
oxidagdo das bases nitrogenadas presentes no DNA. J4 a detec¢do de forma indireta se da
através de intercaladores/indicadores, complexos de coordenacao de metais, antibioticos,

e outros que formam complexos com as bases nitrogenadas, como o brometo de etidio
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(BE), um dos mais conhecidos agentes intercaladores, primeiramente sintetizado por

Watkins e Woofle em 1952 (WATKINS, 1952).
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Figura 15: Esquema de um genossensor, fonte: (DRUMMOND; HILLS, 2003)

O BE (Figura 16) ¢ uma substancia de baixo custo e possibilita um sistema
de facil construgdo, visto que a intercalagdo ¢ imediata ¢ nao precisa de mudancas na
estrutura do DNA (BUGS, 2001). Seu efeito na detec¢do ocorre a medida que se liga aos
polinucleotideos por intercalagdo no par das bases da estrutura de dupla hélice do DNA.
(LIU et al., 1996; ERDEM; KERMAN; MERIC, 2000). Isso acontece porque o BE
apresenta melhor interagdo com a dupla fita do DNA (dsDNA), devido ao seu efeito
intercalante sobre o DNA hibridizado, no qual ele se encaixa mais facilmente entre os
pares de bases da estrutura, sendo deste modo promissor na detec¢do indireta. Desta
forma, com o uso desses elementos, ocorre a detec¢ao, de forma indireta, dos eventos de

hibridizacdo por meio da variagdo dos sinais dos intercaladores (SANTOS, 2014).

Figura 16: Estrutura do brometo de etidio, fonte: a autora
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL
Desenvolvimento de genossensor eletroquimico, baseado em eletrodos de
grafite modificados com um copolimero formado a partir da eletropolimerizagdo com os

mondmeros 4-aminofenol e anilina.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

% Eletropolimerizagdo de monomeros de 4-aminofenol e anilina,
separadamente e em copolimero, sobre eletrodos de grafite;

% Estudo e caracterizagio eletroquimica dos eletrodos de grafite modificados
com os polimeros e os copolimeros, pela técnica de voltametria ciclica;

% Imobilizacio e deteccdo da sonda poliGA” na superficie dos eletrodos de
grafite modificados pela técnica de voltametria de pulso diferencial;

% Deteccio do sinal de hibridiza¢do da onda PoliGA com o alvo PoliCT na
superficie dos eletrodos de grafite modificados pela técnica de voltametria de pulso
diferencial;

%% Avaliagdo da resposta eletroquimica do pico da guanina nos eletrodos
modificados contendo a sonda, a fim de selecionar qual apresenta melhor resultado para
imobilizacao de biomoléculas;

% Determinagdo dos pardmetros analiticos do genossensor.

7 Biomolécula modelo contendo um fragmento de DNA somente com a bases Guanina e Adenina que se
ligam especificamente com as bases Citosina e Timina, respectivamente, presente na biomolécula modelo

PoliCT, usada como alvo especifico.
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3. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

3.1 SOLUCOES PREPARADAS PARA O DESENVOLVIMENTO DO TRABALHO

deionizada.

Solugdo estoque® de 4cido sulftirico (H2SO4) 0,1 mol L!;

Solucdo de cloreto de potassio (KCl, 99,89%, Neon) 3 mol L!;

Solugdo de ferro/ferrocianeto de potassio (K4Fe(CN)e.3H20, 99,5%, Fluka
Analytical e KsFe(CN)g, 99,0%, Acros Organics) 5 mmol L em meio de
solucdo de KC10,1 mol L;

Solu¢do monomérica de anilina na concentracdo de 0,1 mmol L em meio
de 4cido sulfarico (0,1 mol L™);

Solucdo monomérica de 4-aminofenol na concentra¢io de 0,1 mmol L' em
meio de acido sulfricol mol L;

Solugdes do copolimero poli(anilina-4-aminofenol) na concentragdo de
0,Immol L', em meio de H2SO4 1 mol L), na propor¢io dos mondémeros
1:1, 1:2, 1:4, 2:1, 4:1 para 4-aminofenol:anilina.

Solugao estoque de tampao fosfato’ (monohidrogenofostato, Na2HPO4, 98%,
Neon, e dihidrogenofosfato, NaH,POa4, 98%, Neon) 0,1 mol L™, pH 7,4;
Solugio estoque de glicina (C2HsNO;) 100,0 mmol L.

Todas as solucdes mencionadas acima foram preparadas com d4gua

3.2 MATERIAIS E EQUIPAMENTOS UTILIZADOS PARA (0]

DESENVOLVIMENTO DO TRABALHO

Autoclave modelo Vitali 21 L;

Deionizador MasterSystem Gehaka;

Balanga Analitica modelo Shimadzu AY220;
Sonicador ultrassonico, modelo Maxclean 1600;

Baldes volumétricos de volumes apropriados;

& Solugdes descritas como estoque foram mantidas sob resfriamento (-12° C para as solugdes de

biomoléculas e 4° C para as demais solugdes). As demais solu¢des foram preparadas no momento de sua

utilizagdo.

® Para o preparo dessa solugdo, a d4gua utilizada foi previamente autoclavada
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17 Eppendorf de volume apropriado;

17 Micropipetas volumétricas de diferentes volumetrias;

17 Béqueres;

17 Espatulas;

17 Pisseta;

17 Célula eletroquimica de trés compartimentos com capacidade de 25 mL;

17 Eletrodo auxiliar de platina;

% Eletrodo de referéncia de Ag/AgCl/CI" (3,0 mol L);

77 Base condutora de latdo;

17 Discos de grafite;

% Lixas d ‘agua 400 e 2000;

17 Peca de latdo de formato cilindrico;

17 Cola adesiva epoxi;

17 Cola de prata;

17 Suporte de Teflon;

2 Espectrofotometro FT-IR Frontier Single Range - MIR da PerkinElmer;

2 Microscopio eletronico de varredura (MEV) Tescan modelo Vega3 LMU de
emissao de campo;

¥ Metalizador Quorum, modelo Q150ES;

3 Potenciostato CH Intruments modelo 760C.

3.3. METODOS
3.3.1 PREPARACAO DOS ELETRODOS UTILIZADOS E DA CELULA ELETROQUIMICA

As medidas eletroquimicas foram realizadas em um potenciostato da CH
Instruments modelo 760C (Figura 17). O potenciostato foi acoplado a um computador
contendo sofitwares especificos para o controle dos parametros durante a realizacdo dos
experimentos e aquisi¢do de dados. As respostas eletroquimicas foram obtidas por meio

das técnicas de voltametria ciclica e voltametria de pulso diferencial.
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Figura 17: Potenciostato CH instruments modelo 760C.

O sistema eletroquimico usado ¢ composto por uma célula eletroquimica de
trés compartimentos, para eletrodo de trabalho, referéncia e contra-eletrodo, com

capacidade de aproximadamente 25mL (Figura 18)

Figura 18: Ilustracdo esquematica da célula de trés compartimentos com (A) eletrodo auxiliar de
platina, (B) eletrodo de trabalho de grafite e (C) eletrodo de referéncia de Ag/AgCl (RODOVALHO,
2014).

O eletrodo de referéncia (Figura 19a) foi um eletrodo de Ag/AgCl, onde o sal
insoluvel de AgCl foi eletrodepositado sobre a prata. A placa foi imersa em solugdo de

KCI1 3 mol L! contida em uma ponteira azul, revestida em sua ponta com uma membrana
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semipermeavel de bateria e todo o sistema isolado com Teflon®. O contra-eletrodo
(Figura 19b) foi artesanalmente fabricado por meio de uma placa de platina, 2 cm? de 4rea
geométrica. O contato elétrico foi feito por um fio de cobre colocado no interior de uma

ponteira de capacidade de 1 mL (ponteira azul).

Figura 19: Eletrodo de referéncia de Ag/AgCl (a) e eletrodo auxiliar de platina (b) e. Fonte: (SEGATTO,
2017)

Os eletrodos de trabalho de grafite foram confeccionados a partir do corte de
barras de grafite com pureza de 99,9995% adquiridas da Alfa Aesar. Os discos de grafite
resultantes (6 mm de diametro e espessura entre 1 — 3 mm) foram colados com cola de
prata na superficie de uma pega de latdo de formato cilindrico contendo uma rosca em
uma das extremidades e aguardada secagem completa!®. Apos a colagem dos discos de
grafite, foi feita a verificacdo da passagem de corrente, utilizando um multimetro. A peca
entdo foi acoplada em um suporte de material polimérico politetrafluoretileno (PTFE)
(Teflon®) e fixada com cola epoxi (Araldite®), preenchendo as lacunas entre o latdo e o
teflon com o auxilio de uma agulha e, por fim, aguardado o tempo da secagem completa.

O esquema de produgdo dos eletrodos ¢ mostrado na Figura 20.

o/t EPcx;
o &1 Tocos condutord gp o® PO
& N Le)
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24h ) 24h
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Bastdes de grafite. (@l Estrutura de Estrutura do eletroquimico
lat3o com o eletrodo colado
no teflon

grafite colado

10 segundo as instrugdes contidas na embalagem da cola epoxi (Araldite®), o tempo de secagem completa
¢é de 24 horas.
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Figura 20: Preparag@o dos eletrodos artesanais, fonte: a autora.

O polimento de grafite foi realizado por meio de duas lixas d’agua, 400 e
1200 BM®) e feltro embebido de suspensdo de alumina 0,3 um (Micropolish A,
Buehler). Os eletrodos foram lavados com dgua deionizada e sonicados em banho de
ultrassom trés vezes por 5 minutos, trocando a dgua cada vez. Esse procedimento teve o
objetivo de remoc¢ao da alumina ou quaisquer outros interferentes aderidos a superficie
do grafite. A secagem dos eletrodos foi realizada com nitrogénio ultra-puro e
posteriormente, para as analises eletroquimicas, foram rosqueados em uma base metalica
revestida com teflon para contato elétrico. Os eletrodos prontos foram acoplados a uma

base condutora para a realizacdo das analises (Figura 21).

Figura 21 Eletrodos de grafite devidamente preparados acoplados a uma base condutora de latdo. Fonte:

(SEGATTO, 2017)

Com o intuito de garantir a reprodutibilidade e padroniza¢dao da area
superficial dos eletrodos para procedimentos posteriores, foi feito o pré-condicionamento
eletroquimico por voltametria ciclica em solugdo de acido sulfurico (H2SO4) 0,1 mol L™!
como eletrdlito suporte, nas velocidades de 1V s, 0,5V s, 0,25V s, 0,1V st e 50 mV

s'!, na janela de potencial entre 0,00 V a+ 1,20 V, com 10 ciclos de varredura em cada.

3.3.2. SELECAO DOS ELETRODOS DE GRAFITE

Os eletrodos de grafite foram condicionados eletroquimicamente por meio de
varreduras de potencial em soluc¢do do eletrdlito suporte H:SO4 0,1 mol L}, na qual foram
realizados ciclos de potencial até estabilizacdo da corrente nao-faradaica, na faixa de
potencial de -0,1 V a +1,2 V, com velocidade de varredura de 50 mV s'. Os eletrodos
foram lavados em 4gua deionizada e secos em fluxo de nitrogénio.

Foi estabelecido, por meio de estudos realizados pela equipe LAFIP —
Laboratdrio de Filmes Poliméricos - que para a obten¢do de resultados eletroquimicos

reprodutiveis, os valores de corrente entre diferentes eletrodos devem ser proximos a 25
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nA. Dessa forma, os eletrodos de grafite que apresentaram diferencas significativas de

correntes foram descartados dos testes futuros.

3.3.3. ELETROPOLIMERIZACAO DA POLIANILINA

Os eletrodos de grafite devidamente preparados e selecionados de acordo com
o critério estabelecido no item 3.3.2, foram imersos na célula eletroquimica contendo a
solu¢do de anilina (1,0 mmol L), preparada em solugido de H2SO4 (0,1 mol L) em um
baldo volumétrico de 25 mL. A eletropolimerizacao foi realizada em um potenciostato
CH Instruments modelo 760C com velocidade de varredura de 50 mV s, na faixa de
potencial de -0,1 V a +1,2 V. Foram realizadas as leituras em triplicata, sendo utilizado

um eletrodo diferente para cada leitura.

3.3.4. ELETROPOLIMERIZAGCAO DO POLI(4-AMINOFENOL)

Os eletrodos de grafite devidamente preparados e selecionados foram imersos
na célula eletroquimica contendo a solu¢do de 4-aminofenol (1,0 mmol L), preparada
em solugio de H»SOs4 (0,1 mol L!) em um balio volumétrico de 25 mL. A
eletropolimerizagdo foi realizada em um potenciostato da CH Instruments modelo 760C
com velocidade de varredura de 50 mV s™!, na faixa de potencial de 0,0 V a +0,8 V. Foram

realizadas as leituras em triplicata, sendo utilizado um eletrodo diferente para cada leitura

3.3.5. ELETROPOLIMERIZACAO DO COPOLIMERO

Inicialmente, o copolimero foi eletropolimerizado nos eletrodos de grafite
utilizando uma solu¢do monomeérica contendo uma propor¢ao 1:1 dos mondmeros, na
concentracdo de 1,0 mmol L', Posteriormente, foram adotadas diferentes metodologias
e proporg¢des (1:4, 1:2, 1:1, 2:1, 4:1) dos mondmeros 4-aminofenol:anilina, a fim de
otimizar os resultados.

A eletropolimerizagao foi realizada em um potenciostato da CH Instruments
modelo 760C com velocidade de varredura de 50 mV s e foram realizadas as leituras

em triplicata de cada concentragao.

3.3.6. CARACTERIZACAO ELETROQUIMICA DO COPOLIMERO POLI(ANILINA-4-AMINOFENOL)
E DOS POLIMEROS POLIANILINA E POLI(4-AMINOFENOL)
Ap6s cada etapa de modificagao, os eletrodos de grafite foram submetidos a

varreduras de potencial em H>SOs (0,1 mol L) fazendo-se ciclagens até estabilizagio da
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corrente, na faixa de potencial inicialmente realizada no eletrodo de grafite (EG) antes da
modificacdao (-0,1 V a +1,2 V). Essa varredura permitiu efetuar a avaliagdo do perfil
eletroquimico dos EG modificados, que passaram a ser usados como critérios para a
escolha dos eletrodos a serem utilizados nas proximas etapas, sendo que os eletrodos que
apresentaram um perfil distorcido foram descartados.

Também foi realizada voltametria ciclica em solugdo de KCI 0,1 mol L
contendo K4Fe(CN)¢/KsFe(CN)s 5 mmol L' apoés cada etapa de modificagdo da
superficie com os filmes. Os parametros como faixa de potencial, velocidade de varredura
e nimero de ciclos foram os mesmos utilizados nos estudos com o eletrodo de grafite sem

modifica¢ao.

3.3.7. CARACTERIZACOES ESTRUTURAIS E MORFOLOGICAS DO COPOLIMERO
POLI(ANILINA-4-AMINOFENOL) E DOS POLIMEROS POLIANILINA E POLI(4-AMINOFENOL)

A leitura das medidas de infravermelho foi realizada em um espectrofotometro
FT-IR Frontier Single Range - MIR da PerkinElmer (Figura 22), pertencente ao Grupo
de Materiais Inorganicos do Tridngulo (GMIT) localizado no Laboratério de Fotoquimica
e Ciéncia de Materiais (LAFOT-CM) do Instituto de Quimica da UFU. As analises das
amostras foram feitas no estado so6lido, com a utilizagdo do acessorio de Reflectancia
Total Atenuada (ATR) com cristal de diamante. Foram obtidos espectros na regido

compreendida entre 4000 e 400 cm™.

Figura 22: Espectrofotdometro FT-IR FRONTIER SINGLE RANGE - MIR da Perkin Elmer, fonte: a

autora.

31



Analises da morfologia do copolimero e dos polimeros foram efetuadas
utilizando o microscdpio eletronico de varredura Tescan modelo Vega3 LMU de emissao
de campo (Figura 23a), do Laboratério Mulitiusuario do IQ-UFU, onde ampliacdes de
até 30 000 vezes foram registradas. As amostras foram metalizadas com ouro por um
revestidor de pulverizagdo Quorum 150 R (Figura 23b). Para realizar a andlise de
microscopia eletronica de varredura, os EG modificados foram armazenados em

atmosfera de nitrogénio até o momento da analise.

Figura 23: MEV TESCAN modelo VEGA3 LMU (a) e revestidor de pulverizacdo quorum 150 R (b),

fonte: a autora

3.3.8. DETECCAO ELETROQUIMICA DIRETA DA SONDA E SONDA/ALVO UTILIZANDO
POLIGA/POLICT

As solugdes estoque de poliGA e poliCT na concentragio 10 g/mL foram
diluidas em tampio citrato de sédio (0,03 mol L', NaCl 0,3 mol L'!) na concentragdo de
107 e 3x107° g/mL, respectivamente. Nos eletrodos modificados com o copolimero foram
gotejados 10 pL da solucdo da sonda de forma uniforme na superficie e mantidos
hermeticamente fechados em temperatura ambiente por 30 minutos, tempo esse para que
ocorra adsor¢do fisica da sonda a plataforma de EG/poli(4-aminofenol-anilina).
Seguidamente, os eletrodos EG/poli(4-aminofenol-anilina) foram lavados por 5 segundos
cronometrados, imersos em tampdo fosfato de sédio (0,1 mol L™, pH 7.4), de modo que
haja remocao de sondas que ndo adsorveram na plataforma. Ap6s a lavagem, os eletrodos
foram secos em temperatura ambiente e gotejados 20 pL de solucao de glicina 1% (100
mmol L), que atua como bloqueio da sonda na superficie do eletrodo, e deixados na

estufa em temperatura de 37 °C por 30 minutos. Apds esse tempo, outra lavagem de 5
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segundos foi realizada. No final dessa primeira etapa, foi feita a detec¢ao da sonda por
meio do monitoramento do pico da guanina por voltametria de pulso diferencial (VPD)
antes e apo6s hibridizacdo com modulagdo de amplitude de 25 mV, intervalo de pulso 0,2
s e velocidade de 30 mV.s™! em solugdo de tampao fosfato de sddio. O processo de preparo

do eletrodo para a detecgdo direta da sonda € mostrado na Figura 24.
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Lavagem Lavagem Lavagem e
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Eletrodo modificado Imobilizagdo da sonda PoliGA por Bloqueio com glicina por a
com filme polimérico 30 minutos em temperatura ambiente 30 minutos em 37 graus o

Figura 24: Processo de preparo do eletrodo para detecgdo direta da sonda, fonte: a autora.

Para a deteccdo do alvo, foi efetuado o mesmo procedimento anterior,
entretanto, depois de finalizar a lavagem da glicina, os eletrodos foram deixados secar a
temperatura ambiente e, entdo, j& sensibilizados com a sonda, foram gotejados 20 uL do
alvo de forma uniforme na superficie e submetidos a 55°C por 20 minutos, permitindo
que o sistema esteja em temperatura 6tima de anelamento entre sonda e alvo, isto €, que
ocorra a hibridizagdo. Apos esse periodo, os eletrodos foram lavados por 5 segundos
imersos em tampo fosfato de sodio (0,1 mol L', pH 7,4), para remogao de biomoléculas
que ndo se anelaram a sonda. No final dessa segunda etapa, foi feita a deteccao do alvo
através do monitoramento do pico da guanina por voltametria de pulso diferencial (VPD)
antes e ap6s hibridiza¢do com modulagao de amplitude de 25 mV, intervalo de pulso 0,2
s e velocidade de 30 mV s™' em solugdo de tampdo fosfato de sédio. O processo de preparo

do eletrodo para a deteccao direta da sonda/alvo € mostrado na Figura 25.
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Figura 25: Processo de preparo do eletrodo para detecgdo direta da sonda/alvo, fonte: a autora.

Ambos os testes de detec¢do da sonda e sonda/alvo foram realizados para os
eletrodos modificados com os polimeros poli(4-aminofenol) e polianilina, utilizando as
metodologias de polimerizagdo por voltametria ciclica de 10 ciclos de varredura e 20

ciclos de varredura, visando comparacao de resultados.

3.3.9. DETECCAO ELETROQUIMICA INDIRETA DA SONDA E SONDA/ALVO UTILIZANDO
POLIGA/POLICT

O mesmo procedimento de imobilizacdo de sonda e sonda/alvo nos
eletrodos modificados com dois dos copolimeros que apresentaram melhor resultado na
detecgdo direta, propor¢do 1:1 dos mondmeros e metodologia com 10 ciclos de varredura
na segunda parte e propor¢ao 1:2 com excesso de anilina e metodologia com 20 ciclos de
varredura de potencial na segunda parte, foi realizado para a detec¢do indireta. Para isso,
foi utilizado o intercalador brometo de etidio, sendo gotejados 20 puL na superficie do
eletrodo apos as etapas um (imobilizagdo da sonda e bloqueio) e dois (imobiliza¢do da
sonda bloqueio e imobiliza¢do do alvo), para detec¢do da sonda e da sonda/alvo. Depois
do gotejamento, os eletrodos foram deixados no escuro em temperatura ambiente por dez
minutos e, por fim, lavados por 5 segundos imersos em dgua deionizada e detectados. Foi
monitorado o pico do brometo de etidio por voltametria de pulso diferencial (VDP) antes
e ap6s hibridizacdo com modulacdo de amplitude de 25 mV, intervalo de pulso 0,2 s e
velocidade de 30 mV s™! em solugdo de tampao fosfato de sédio. O processo de preparo

do eletrodo para a deteccdo indireta da sonda e da sonda/alvo € mostrado na Figura 26.
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Figura 26: Processo de preparo do eletrodo para detecgdo indireta da sonda e sonda/alvo, fonte: a autora.

4.RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 SELECAO DOS ELETRODOS DE GRAFITE

Conforme abordado em Materiais e Métodos (item 3.3.2), para que os eletrodos
de grafite estejam aptos para trabalho, ¢ necessario que os valores de corrente entre
diferentes eletrodos sejam proximos a 25 pA e apresentar um perfil voltamétrico o mais
linear possivel, sem picos. Para avaliar o perfil eletroquimico dos eletrodos, além de
eliminar possiveis interferentes, impurezas que eventualmente possam estar adsorvidas

nas superficies dos eletrodos e que sejam eletroativas na faixa de potencial trabalhada e
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que possam, de alguma forma, comprometer os resultados do presente trabalho, foi

utilizado o pré-condicionamento eletroquimico através de voltametrias ciclicas em acido

sulfarico 0,1 mol L. O perfil tipico dos voltamogramas ciclicos dos eletrodos de grafite

aptos para uso e nao aptos estao expressos na Figura 27a e 27b, respectivamente.
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Figura 27: Exemplos de voltamogramas ciclicos apto para uso (a) e ndo apto (b) dos EG em solugdo de

H>S04 (0,1 mol I'), velocidade de varredura de 50 mV s

Durante o desenvolvimento do trabalho, somente os eletrodos de grafite que

apresentaram o perfil eletroquimico tipico da Figura 27b foram escolhidos para a

realizacdo dos testes, com o intuito de promover a padronizagdo e reprodutibilidade dos

resultados posteriores.

4.2 CARACTERIZACAO ELETROQUIMICA DOS POLIMEROS POLIANILINA

E POLI(4-AMINOFENOL) E COPOLIiMERO INICIAL

Foi realizada a eletropolimerizagdo dos filmes em triplicata, sendo um primeiro

procedimento partindo da solu¢do com o mondmero de 4-aminofenol 1,0 mmol L', um
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segundo procedimento partindo da solugdo monomérica de anilina 1,0 mmol L' e um
terceiro partindo dos dois mondmeros numa propor¢do molar de 1:1, utilizando como
eletrolito suporte 4cido sulfarico 0,1 mol L' e 10 ciclos de varredura. O perfil

voltamétrico de polimerizagao da polianilina esta elucidado na Figura 28.
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Figura 28: Eletropolimerizagdo da anilina, em concentragdo 1,0 mmol 1", utilizando como eletrélito

suporte 4cido sulfurico 0,1 mol 1!, 10 ciclos de varredura e velocidade de varredura de 50 mV s’

A partir da andlise do voltamograma da polimerizagdo da anilina, mostrado na
figura 28, pode-se observar um pico em +0,92 V, referente a oxidagdo do mondmero e
picos caracteristicos, com pares de oxi-reducdo em +0,41 V e +0,41 V, além de um pico
largo e de baixo valor de corrente centrado em +0,61 V, valores similares aos encontrados
na literatura (ZARAGOZA et al., 2006). O perfil voltamétrico de polimerizagao do poli(4-

aminofenol) est4 elucidado na Figura 29.
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Figura 29: Eletropolimerizagio de 4-aminofenol, em concentragdo 1,0 mmol L™, utilizando como

eletrolito suporte acido sulfarico 0,1 mol L', 10 ciclos de varredura de potencial, 50 mV s™!.

Ja na eletropolimerizagao do 4-aminofenol, observa-se o par redox em +0,49
V e +0,44 V, referentes ao processo reversivel de oxirredu¢do do 4-aminofenol e outro
par nos potenciais de +0,40 V e +0,32 V, alusivos a formagao do poli(4-aminofenol).

A partir desses dados eletroquimicos dos polimeros sintetizados com os
mondmeros separadamente, também foi produzido um copolimero inicial utilizando a
mesma metodologia, 10 ciclos de varredura e velocidade de varredura de 50 mV s, e as
mesmas concentracdes monoméricas citadas anteriormente, 1,0 mmol L', numa mistura
de propor¢io molar de 1:1 em meio de 4cido sulfirico 0,1 mol L!. Esse copolimero foi
denominado copolimero 1 e teve como finalidade a anélise e comparagao propedéutica
com os polimeros polianilina e poli(4-aminofenol) nas mesmas condi¢des, para embasar
o estudo aprofundado do desenvolvimento dos proximos copolimeros.

O copolimero inicial, cujo voltamograma de polimerizagao esta expresso na
Figura 30, apresentou um perfil de eletropolimerizagdo bastante similar ao da polianilina,
porém com a presenga do pico de oxida¢do do 4-aminofenol e o alargamento do pico em
0,4V referente a sobreposi¢ao dos picos de oxidagdo e redugao da polianilina e do poli(4-

aminofenol).
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Figura 30: Eletropolimeriza¢do do copolimero 1, em concentragdo 1,0 mmol L! dos monémeros, em

acido sulfarico 0,1 mol L', 10 ciclos de varredura de potencial, 50 mV s!.

E possivel visualizar um leve alargamento e um aumento significativo no valor
de corrente, visto na Figura 31, na qual estdo relacionados os perfis dos trés filmes
produzidos, considerando apenas o décimo voltamograma ciclico de eletrodo de grafite
em H2S04 0,1 mol L' pds polimerizagdo. Esse aumento no valor de corrente condiz com
o esperado pela proposta de modificacdo e potencializacdo da superficie do eletrodo
utilizando a jun¢do dos mondmeros, isto ¢, indica que a presenca da anilina e do 4-
aminofenol na propor¢do 1:1 favorece o processo de eletropolimerizagdo do filme
poli(anilina-4-aminofenol), uma vez que a anilina teoricamente possui uma melhor
polimerizacdo devido ao menor impedimento estérico na sua estrutura, possibilitando
maior disposi¢do para sofrer ataque dos monomeros. Esse resultado pode ser observado
pelo aumento da drea do voltamograma, como mostra o aumento na intensidade de

corrente, sugerindo a formagao de uma maior quantidade de filme polimérico eletroativo.
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Figura 31: Voltamogramas ciclicos em 4cido sulftrico 0,1 mol L', 50mV s'! do eletrodo de grafite
modificado com o copolimero 1 ¢ os eletrodos de grafite modificados com a polianilina e o poli(4-

aminofenol).

Para avaliar o processo de transferéncia de elétrons foram obtidos por
voltametria ciclica os voltamogramas em K4Fe(CN)s/K3Fe(CN)s 5,0 mmol L' em meio
de KC1 0,1 mol L', para os EG/polianilina, EG/poli(4-aminofenol) e EG/poli(anilina-4-
aminofenol) (Figura 32). A avaliagdo do processo de transferéncia eletronica utilizando a
sonda anidnica mostrou que a combina¢do dos mondomeros no copolimero leva a um
eletrodo modificado com o copolimero que se apresenta como intermediario entre a
polianilina e o poli(4-aminofenol), quanto a transferéncia eletronica entre o par redox € o
eletrodo modificado, resultante da jungdo dos dois polimeros iniciais. Desta forma, o
copolimero se torna promissor para a aplicagdo em modificagdo de eletrodos, porque,
além de apresentar uma transferéncia eletronica adequada, também apresenta maior
quantidade de grupos funcionais expostos, o que otimiza a etapa de biofuncionalizagao
ao ter maior possibilidade de interacdo entre superficie do eletrodo e biomoléculas, ou

seja, melhor imobilizacdo de biomoléculas.
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Figura 32 Ultimos ciclos voltamétricos dos EG contendo do eletrodo de grafite modificado com o
copolimero 1 e os eletrodos de grafite modificados com a polianilina e o poli(4-aminofenol), em solugéo

de K4Fe(CN)¢/K3Fe(CN)g 5,0 mmol 1-1 em meio de KC1 0,1 mol I-1, 50 mv s-1

Com base nesses dados, foi possivel embasar o estudo de otimizacdo de

producdo dos copolimeros com maior profundidade no perfil eletroquimico, elucidado a

seguir.

4.3 PRIMEIRA PARTE DO ESTUDO DE DIFERENTES PARAMETROS
METODOLOGICOS DE PRODUCAO DOS COPOLIMEROS.

4.3.1 PRODUCAO DOS FILMES EM DIFERENTES POTENCIAIS E CICLOS DE VARREDURAS
ADOTADOS E CARACTERIZACAO ELETROQUIMICA.

Para o estudo dos copolimeros seguintes foi adotado o intervalo de varredura de
potencial entre 0,0V a +1,05V e entre 0,0V a +0,65V, intervalo escolhido por meio da
analise de voltamogramas de eletropolimerizacdo do poli (4-aminofenol), da polianilina
e do copolimero nas mesmas condig¢des, a fim de restringir o intervalo de potencial que
delimita a formagdo apenas do copolimero e evitar a reducdo e oxidacdo de outros
elementos. Essa otimizacao foi aplicada no copolimero inicial para fins de padronizagao.
Desta forma, foi efetuado um estudo com diferentes ciclos de varredura e intervalo de

potencial para avaliar as propriedades dos copolimeros produzidos, cada metodologia

adotada esta expressa na Tabela 1:
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Copolimero Intervalo de potencial (V)  Numero de ciclos de

varredura (n)

1 [inicial] 0,0V —-1,05V 10

2 0,0V -0,65V 10

3 Etapa 1: 0,0V — 1,05V Etapa 1: 3
Etapa 2: 0,0V - 0,65V Etapa 2: 10

4 Etapa 1: 0,0V — 1,05V Etapa 1: 3
Etapa 2: 0,0V — 0,65V Etapa 2: 20

5 Etapa 1: 0,0V — 1,05V Etapa 1: 3
Etapa 2: 0,0V - 0,65V Etapa 2: 50

6 Etapa 1: 0,0V — 0,65V Etapa 1: 5
Etapa 2: 0,0V — 1,05V Etapa 2: 5

Tabela 1: Metodologias adotadas para a eletropolimerizagdo dos copolimeros.

Nas eletropolimerizag¢des 3 a 6 foram adotadas duas etapas, uma com o intervalo
de potencial que finda ao atingir o potencial de oxidacdo do 4-aminofenol e a outra com
o potencial até a oxidagdo do mondmero da anilina. Ao restringir a faixa de potencial até
a oxida¢do do 4-aminofenol em uma solucao que contém os dois mondmeros, o objetivo
foi propiciar a formagdo do poli(4-aminofenol), entretanto com a possibilidade de
moléculas de anilina serem atacadas e incorporadas a estrutura polimérica. Por outro lado,
ao aumentar a faixa de potencial até a oxidagao da polianilina, ambos 0s monomeros sdo

oxidados e ambos atacam na formagao do polimero.

Quando se compara todos os voltamogramas finais em solu¢do de acido sulftrico
pos polimerizagao (Figura 33), € possivel observar o aumento da area eletroativa nos
eletrodos 1 e 6, indicando maior condutividade em relagao aos outros eletrodos, resultado
justificado por uma melhor formagdo e distribuicdo superficial dos filmes na area do
eletrodo. O aumento da area eletroativa ¢ visualizado pelo alongamento dos picos de
oxirredu¢do do copolimero, proporcionando um perfil voltamétrico semelhante ao da

polianilina, sendo um indicativo de maior concentracdo dos mondmeros da anilina do que
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do 4-aminofenol na estrutura polimérica. Como o intuito da utilizagdo da anilina no
processo de polimerizacdo ¢ distanciar os mondmeros do 4-aminofenol para melhor
alocagdo das biomoléculas entre eles, atuando como um espagador, e considerando que a
estrutura idealizada do copolimero seria os dois monomeros diferentes intercalados, uma
concentracdo maior de mondmeros da anilina poderia influenciar negativamente a
imobilizacdo de biomoléculas, uma vez que ¢ o 4-aminofenol que apresenta melhor
potencial para fazé-la por conter dois grupos funcionais em sua estrutura: grupo amino e

a hidroxila.
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Figura 33: Voltamogramas ciclicos em 4cido sulftrico 0,1 mol L', 50mV s™! dos eletrodos de grafite

modificados com os copolimeros 1, 2, 3,4, 5 ¢ 6 (vide Tabela 1).

A partir do teste de transferéncia de elétrons, realizado em solugdo
K4Fe(CN)¢/K3Fe(CN)s 5,0 mmol L' em meio de KC10,1 mol L™, 50 mV s™! (Figura 34),
foi observado um cardter mais condutor, principalmente do filme produzido do
copolimero 2, mas também nos copolimeros 1 e 3. Os filmes dos copolimeros 4 e 5
apresentaram maior resisténcia a transferéncia de elétrons, o que indica maior formagao
de filme na superficie, ja que ambos apresentaram um perfil em acido sulftrico 0,1 mol

L muito similar, sendo que o copolimero 6, foi o terceiro mais resistivo.
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Figura 34: Ultimos ciclos voltamétricos dos EG contendo os filmes do copolimero poli(anilina-4-
aminofenol) polimerizados em diferentes condigdes, em solugdo de K4Fe(CN)¢/K3Fe(CN)g 5,0 mmol L

em meio de KC1 0,1 mol L', 50 mV s!

Os valores de potencial dos picos e respectivas correntes sdo mostrados na
Tabela 2. Com esses valores € possivel calcular o intervalo de potencial entre um pico e

outro para avaliar o carater resistivo dos copolimeros.

Copolimero Potencial do Corrente do Potencial do Corrente do

pico andédico  pico anddico  pico catdodico  pico catodico

V) (A) V) (A)
1 0.266 4.490 10 0.173 -4.485 10
2 0.256 4.562 10 0.176 -4.580 10
3 0.262 4.120 10°* 0.170 -4.593 10"
4 0.271 4.671 10 0.165 -4.762 10"
5 0.271 4.610 10 0.165 -4.760 10
6 0.267 4.263 10 0.168 -4.717 107

Tabela 2: Dados obtidos nos ultimos ciclos de voltametria dos eletrodos de grafite contendo os filmes do
copolimero poli(anilina-4-aminofenol) polimerizados em diferentes condigdes, em solugdo de

K4Fe(CN)¢/K3Fe(CN)g 6 5,0 mmol L' em meio de KC1 0,1 mol L', 50 mV s!

Analisando os voltamogramas em solugéo de acido sulfurico 0,1 mol L' apos
a polimeriza¢ao dos copolimeros 3, 4 ¢ 5 foi observada uma area eletroativa mediana

quando adota-se 10 ciclos na segunda etapa da polimerizacao, seguido por um aumento

44



da area eletroativa ao adotar 20 ciclos e uma estabilizagao em 50 ciclos de potencial na

segunda etapa de polimerizacgao (Figura 35)
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Figura 35: Voltamogramas ciclicos em acido sulfurico 0,1 mol L, 50 mV s dos eletrodos de grafite

modificados com os copolimeros 3, 4, ¢ 5.

Esse resultado condiz com o esperado devido a maior quantidade de filme
formado com o aumento do nimero de varreduras de potencial. Entretanto, pode-se dizer
que ocorreu uma estabilizagdo da area superficial entre os 20 e 50 ciclos de potencial,
pois ambos apresentaram perfis semelhantes. O voltamograma de polimerizacdo da
primeira etapa esta expresso na Figura 35a e as segundas etapas nas Figuras 36b1, 36b2
e 36b3 para 10, 20 e 50 ciclos, respectivamente. Na Figura 36a, observa-se uma
diminui¢do na corrente do pico de oxidag@o da anilina e do 4-aminofenol nas varreduras,
o que indica o consumo do mondmero na solugdo, enquanto nos picos redox do poli(4-
aminofenol) e polianilina, que estdo sobrepostos, aumenta-se a intensidade da corrente,
indicando a maior produ¢do de filme. Nos voltamogramas bl, b2 e b3 da Figura 36, o
mesmo comportamento ¢ observado para os picos redox da polianilina e poli(4-

aminofenol), que tem a intensidade de corrente aumentada.
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Figura 36: Voltamogramas de polimerizagdo da etapa 1 —a) - e etapa 2 — b1, b2 e b3, dos copolimeros

de numero 3, 4 e 5, respectivamente.

O voltamograma de polimerizagao dos copolimeros 2 est4 expresso na Figura
37. A faixa de potencial adotada — 0,0 V a 0,65 V — alcanca somente a oxidacdo do
monodmero 4-aminofenol. Desta forma, observa a queda de intensidade da corrente de
pico referente ao processo redox reversivel do 4-aminofenol — consumo do monémero -
e o aumento da intensidade de pico de corrente referente ao processo redox do filme —

maior producao de filme na superficie do eletrodo.
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Figura 37: Voltamograma de polimerizagdo do copolimero 2.

Os voltamogramas de polimerizagdo do copolimero 6 estdo expressos na
Figura 38. A primeira etapa da polimerizagdo abrange somente a faixa de potencial da
oxidagdo do 4-aminofenol, enquanto a etapa dois abrange a faixa de potencial que ocorre
a oxidagdo dos dois monomeros — anilina e 4-aminofenol. Na parte 1, observa-se a queda
da intensidade do pico de corrente referente apenas do processo redox do 4-aminofenol,
enquanto na parte 2 ¢ possivel visualizar também o pico de oxidagdo da anilina — devido
a faixa de potencial — e sua respectiva queda de intensidade. Em ambas as parte ocorre o

aumento de intensidade dos picos de processo redox do polimero.
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Figura 38: Voltamogramas de polimerizagdo do copolimero 6.

4.3.2. ESPECTROSCOPIA VIBRACIONAL NA REGIAO DO INFRAVERMELHO (IV) DOS
COPOLIMEROS POLI(ANILINA-4-AMINOFENOL) E DOS FILMES POLIANILINA E POLI(4-
AMINOFENOL).

Os eletrodos modificados com filmes de polianilina e poli(4-aminofenol)
foram caracterizados por espectroscopia vibracional na regido do Infravermelho. Essa
caracterizacgao foi crucial para a andlise dos copolimeros. Os espectros de infravermelho

para dos filmes estdo expressos na Figura 39 e as tabelas com as atribuigdes das principais

absor¢des dos espectros nas Tabelas 3 e 4.
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Figura 39: Espectro de infravermelho para polianilina (a) e poli(4-aminofenol) (b).

Banda (cm™) Atribui¢do
Anel aromatico (deformacao angular de 5 H adjacentes
708 (anéis monossubstituidos)
927 HC=CH
986 Anel aromatico (estiramento de baixa intensidade)
1149 N-H
1200
16 Vibragdes de desdobramento C-H
1308 C-N (aromaticos)
1412 C=C de aromaticos
1554 N-H (Banda fraca de deformacao angular)
1709 Dobramento N-H

Tabela 3: Atribui¢des das principais absorgdes do espectro da polianilina, fonte: a autora
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Banda (cm™) Atribuigdo

625 Anel aromatico (2 H adjacentes (anéis para-
664 substituidos)
780 Estiramento N-H
044 O-H (Banda larga (deformagao angular) de média
intensidade, devido a deformacgao angular)
1069 Estiramento C-O-C
1216 Dobramento C-O
1375 C-N (aromaticos)
1550 C=C de aromaticos
1734 Dobramento N-H

Tabela 4: Atribuicdes das principais absorgdes do espectro do poli(4-aminofenol), fonte: a autora

A fim de verificar as informagdes estruturais dos filmes em questdo,
principalmente seus grupos funcionais, e as diferencas observadas de um copolimero para
o outro, também foram realizadas andlises por espectroscopia vibracional na regido do

infravermelho para os copolimeros poli(anilina-4-aminofenol) (Figura 38).
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Figura 40: Espectro de infravermelho para os copolimeros poli(anilina-4-aminofenol), sendo copolimero

1 (a), copolimero 2 (b), copolimero 3 (¢), copolimero 4 (d), copolimero 5 (e) e copolimero 6 (f).

7

E possivel observar nos espectros alguns estiramentos de bandas
caracteristicas que sdo comuns a todos os filmes realizados, dobramento N-H observado
em 1700 a 1740 cm™' , deformagdo angular de anel aromatico em 630 a 670 cm™!, banda
larga de deformacdo angular de OH em 930 a 892 cm!, deformagdo angular de C-N na
regido de 1360 cm’!, deformacdo anular C-O na regido de 1200 cm™ e os picos de
estiramento C-O-C na regido de 1050 cm’!, a demonstrar que, apesar da metodologia de
polimerizacdo adotada, ambos os mondmeros utilizados estdo presentes na estrutura dos
filmes. Nota-se uma grande similaridade entre os espectros dos filmes formados nos
eletrodos 2 e 3, cuja intensidade das bandas sdo menores, o que provavelmente ¢ devido
a uma menor formacao de filme na superficie do eletrodo. J& os espectros dos filmes 4 e
5 apresentam muito maior intensidade das bandas, indicando a formacdo de maior
quantidade de filme, o que condiz com a metodologia adotada, que utiliza um

procedimento com maior numero de varreduras de potencial.

Em nenhum dos filmes, copolimeros ou polianilina e poli(4-aminofenol), foi

observada a banda estiramento O-H na regido entre 3.600 - 3.200 cm™!, caracterizado

51



como uma banda forte e larga, resultante da associa¢ao polimérica que pode ser
justificada pela baixa concentragao utilizada para a produgdo do filme - apenas 1,0 mmol
L', que propicia uma pequena formagdo de material na superficie e, assim, dificulta as
analises pela técnica de infravermelho ou pela pequena ou nenhuma quantidade de O-H

livres na estrutura do copolimero.

De acordo com as bandas de infravermelho observadas nos copolimeros,
foram propostos alguns mecanismos de polimerizagdo e formacao do dimero. O cétion
radical da anilina utilizado para a proposta foi o da posi¢ao para, por ser o mais instavel,
logo o mais reativo. Ele reage com os cations radicais do 4-aminofenol via acoplamento
anel/anel e acoplamento anel/heteroatomo formando trés possibilidades de dimero
(Figura 41). Como o meio da solu¢do monomérica ¢ diluido e em temperatura ambiente
e, portanto, o nimero de choque entre as moléculas ser moderado, a reacdo do cation
radical mais reativo pode ser favorecida. Além disso, no caso da anilina, o cation radical
da posicao para também apresenta menor impedimento estérico para o ataque. Entretanto,
a reacdes ndo e limitam a esses cations radicais, podendo ocorrer também com as outra
estrutura de ressonancia do cation radical da anilina e do 4-aminofenol, o que abre

possibilidade para a formacao de inimeras estruturas finais do copolimero.
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Figura 41: Proposta de mecanismo para a formagdo do dimero entre os céations radicais dos mondmeros

anilina e 4-aminofenol via acoplamento anel/anel e acoplamento anel/heteroatomo.
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Todas as trés possibilidades propostas apresentam bandas caracteristicas no
infravermelho que comprovam a presenga dos dimeros na estrutura do copolimero, o que
indica que pode haver a formacao dos trés dimeros. Em seguida, os dimeros podem reagir
via acoplamento anel/anel e acoplamento anel/heteroatomo tanto com um monomero
cation radical da anilina ou do 4-aminofenol quanto com um outro dimero cation radical,
a formar uma estrutura polimérica aleatéria, que pode ser melhor manipulada ao restringir

faixas de potencial e a propor¢do entre 0s mondmeros.

4.3.3. MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV) DO COPOLIMERO POLI(ANILINA-
1-AMINOFENOL) E DOS FILMES POLIANILINA E POLI(4-AMINOFENOL)

Ao comparar as imagens obtidas dos polimeros sintetizados a partir de um
mondmero apenas, nota-se a presenca de pequenos granulos na superficie da polianilina,
enquanto no poli(4-aminofenol) a superficie se mostra mais plana e homogénea. Esse
perfil pode ser visualizado na Figura 42, que contém as imagens de microscopia eletronica

de varredura para os dois polimeros nas magnitudes 10.000 vezes e 30.000 vezes.

Figura 42: Imagens de MEV com ampliagdes de 10.000 (1) e 30.000 (2) vezes para EG/polianilina (A),
EG/poli(4-aminofenol) (B).

54



Em contrapartida, as imagens dos copolimeros apresentam um carater
intermediario entre os dois monomeros, sendo possivel visualizar tanto regides mais
planas, associadas ao perfil do poli(4-aminofenol), quanto alguns granulos, referentes a

polianilina.

Figura 43: Imagens de MEV com ampliagdes de 10.000 (1) e 30.000 (2) vezes para os copolimeros 3 (A),
4B)es5(O)

Nos copolimeros 3, 4 e 5 (Figura 43), sintetizados utilizando a mesma
metodologia realizada em duas etapas, entretanto com o aumento dos ciclos de varredura
na segunda etapa, foi observado um aumento da planaridade da superficie do eletrodo
modificado com o polimero correspondente ao aumento dos ciclos de varredura de
potencial no intervalo de potencial de 0 até +0.65V, sendo que o copolimero 5 ¢ mais
similar ao poli(4-aminofenol), devido ao nimero maior de ciclos de potencial realizados
(50 ciclos) na segunda etapa de polimerizagdo, enquanto nos copolimeros 3 e 4, podem

ser visualizados os granulos provenientes da polianilina.

55



Figura 44: Imagens de MEV com ampliagdes de 10.000 (1) e 30.000 (2) vezes para os copolimeros 1 (A),
2(B)e6(C)

Ja para os copolimeros 1, 2 e 6 (Figura 44), observa-se uma morfologia
bastante similar a obtida para a polianilina, com a presenga de granulos, mais evidente no
copolimero 1, mas também um carater planar caracteristico do poli(4-aminofenol) em
algumas regides, visto principalmente no copolimero 6, indicando que apresentam

caracteristicas morfologicas de ambos os polimeros.

4.3.4. SELECAO DAS METODOLOGIAS

Observando os voltamogramas dos copolimeros em solugao de acido sulftrico 0,1
mol L™, nota-se grande semelhangca do perfil voltamétrico entre o copolimero 2 e 0 poli(4-
aminofenol) e entre os copolimeros 1 e 6 e a polianilina, indicando a possibilidade de
baixa presenca dos mondmeros da anilina e dos mondmeros do 4-aminofenol no primeiro
e segundo casos, respectivamente (Figura 45). Desta forma, ndo se atinge o objetivo
proposto da copolimerizagdo de mesclar os dois mondmeros para aprimorar a qualidade
do material em imobiliza¢do de biomoléculas, sendo o principal intuito da utilizagdo do
mondmero da anilina promover o espacamento entre os mondmeros do 4-aminofenol,

que, por sua vez, possui os grupos amino ¢ hidroxila para imobilizar as biomoléculas.
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Figura 45: Voltamogramas ciclicos em acido sulftirico 0,1 mol L™, 50mV s dos eletrodos de grafite
modificados com os copolimeros 1, 2 e 6 e dos eletrodos de grafite modificados com o poli(4-aminofenol)

e a polianilina.

Nos voltamogramas dos copolimeros 3, 4 ¢ 5 (Figura 46) cuja metodologia de
polimerizacao utilizada foi a mesma, porém adotando mais ciclos de varredura na segunda
etapa da polimerizagdo, 10, 20 e 50, observa-se a evolugdo para um perfil entre o poli(4-

aminofenol) e a polianilina, o que pode ser um indicativo de uma melhor distribui¢do dos

mondmeros na estrutura do polimero.

—— polianilina
polidAF

—— copolimero3
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Figura 46: Voltamogramas ciclicos em 4cido sulfarico 0,1 mol L', 50mV s dos eletrodos de grafite
modificados com os copolimeros 3, 4 e 5 e dos eletrodos de grafite modificados com o poli(4-aminofenol)

e a polianilina.
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Ao analisar os espectros de infravermelho, nota-se similaridade entre os
espectros do copolimero 3 e o do copolimero 2, o que pode indicar a presenga de maior
quantidade de monomeros do 4-aminofenol, uma vez que o copolimero 2 foi
polimerizado com varreduras entre os potenciais 0,0 V até +0,65 V e apresentou um perfil
voltamétrico préximo ao do poli(4-aminofenol). Todavia, existem muitas bandas em
regides parecidas no poli(4-aminofenol) e na polianilina, tornando dificil a analise,
mesmo que qualitativa, das propor¢des dos mondmeros na estrutura dos copolimeros. Em
relacdo a capacidade de transferéncia de elétrons, avaliada pelo teste com
K4Fe(CN)¢/KsFe(CN)s 5,0 mmol L' em meio de KCI 0,1 mol L™, observa-se maior
carater condutivo do copolimero 3 em relacdo aos copolimeros 4 e 5, provavelmente
devido a menor quantidade de filme presente na superficie do eletrodo. De acordo com
as imagens de MEV, observa-se que o copolimero 5 apresenta um perfil muito plano,
quase idéntico a morfologia observada no poli(4-aminofenol). Sendo assim, como foi
polimerizado com 50 ciclos de varreduras numa faixa de potencial de 0,0 V a 0,65 V na
segunda etapa, isto indica que houve grande formagdo de filme com predominancia do
mondémero 4-aminofenol, desqualificando o copolimero de acordo com os objetivos

iniciais de inserir a anilina na estrutura polimérica.

Desta forma, a metodologia de polimerizagdo do copolimero 3 apresenta a
vantagem de um intermediario de condutividade e o indicativo de apresentar melhor
capacidade de imobilizagdo de biomoléculas que o copolimero inicial. Entretanto o
copolimero 4 apresenta uma morfologia parecida com o copolimero 3, maior area
superficial, o que implica em menor capacidade de transferéncia de elétrons e um perfil
voltamétrico em 4cido sulfirico 0,1 mol L' entre o poli(4-aminofenol) e a polianilina.

Portanto, esses dois copolimeros foram os selecionados para as proximas fases do estudo.

4.4 SEGUNDA PARTE DO ESTUDO DE DIFERENTES PARAMETROS

METODOLOGICOS DE PRODUCAO DOS COPOLiMEROS.
4.4.1 VARIACOES DE PROPORCOES DOS MONOMEROS ANILINA E 4-AMINOFENOL PARA A
POLIMERIZAGCAO DOS FILMES, UTILIZANDO AS METODOLOGIAS DOS COPOLIMEROS 3 E 4 E
CARACTERIZAGCAO ELETROQUIMICA.

Para essa fase foram adotadas duas metodologias de polimerizacao,

previamente investigadas no estudo anterior, ambas com 2 etapas, sendo a primeira etapa
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realizada com 3 ciclos de varredura no intervalo de potencial de 0 a +1,05 V!!; e a segunda
com 10 ciclos (polimerizagdo do tipo 3), 20 ciclos (polimerizacgao do tipo 4) de varredura,
respectivamente, nos intervalos de varredura 0,0V a 0,65V. Para cada uma das duas
metodologias de produc¢ao do copolimero adotou-se 5 propor¢des diferentes dos

mondmeros: 4-AF 4:1 An; 4-AF 2:1 An; 4-AF 1:1 An; 4-AF 1:2 An ¢ 4-AF 1:4 An.

Quando ¢ utilizado excesso do monomero 4-aminofenol (Figura 47), nota-se
no primeiro ciclo de varredura um pico no potencial em torno de +0,5 V, referente a
oxidacdo do 4-aminofenol, seguido por um pico em +1,0 V da oxidacdo da anilina, ambos
caracteristicos e observados nos voltamogramas da polimeriza¢dao da polianilina e do
poli(4-aminofenol) (vide item 4.2), entretanto aqui deslocados para potenciais maiores.
Na segunda e terceira varreduras tem-se dois picos redox, ambos em torno de +0,4 V e
+0,5 V, sendo o mais intenso proveniente da oxirreducdo do poli(4-aminofenol), que se
encontra em maior quantidade na solu¢dao, € o menos intenso o da oxirredu¢ao da
polianilina. Também se observa o pico largo e pouco intenso em +0,6 V, presente no

voltamograma da polimerizagdo da polianilina.

11 Como a primeira etapa € igual para as duas metodologias, foram avaliadas juntamente.
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Figura 47: Eletropolimerizacdo dos copolimeros utilizando as proporg¢des 4:1 (a), 2:1 (b) e 1:1 (¢) de 4-
aminofenol:anilina.

7

E possivel visualizar o aumento de intensidade dos picos referentes a
oxirreducdo do poli(4-aminofenol), de acordo com a maior quantidade do mondmero na
solucdo, indicativo que esses picos pertencem realmente ao poli(4-aminofenol). Contudo,
nas duas proporcdes de excesso de 4-aminofenol, em ambas as metodologias, € possivel

afirmar a presen¢a de moléculas da anilina na estrutura do copolimero.
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Figura 48: Eletropolimerizagdo dos copolimeros utilizando as proporg¢des 1:4 (a), 1:2 (b) e 1:1 (c¢) de 4-

aminofenol:anilina

Ja nos copolimeros com excesso dos mondmeros da anilina (Figura 48), os
picos de oxidacdo da anilina e os picos redox da polianilina sdo muito mais visiveis que
os de oxidacdo do mondmero do 4-aminofenol e de redox do poli(4-aminofenol). O pico
de oxidagdo da anilina apresenta-se com grande intensidade em relagdo as outras

proporc¢des e ainda se visualiza o pico largo de baixa intensidade em torno de +0,6 V.

Ao analisar os graficos pos polimerizagio em 4cido sulfurico 0,1 mol L,
observa-se que, na metodologia 3 (Figura 49), ambas as proporgdes com excesso de
anilina apresentaram grande area eletroativa, possivelmente porque o excesso do
mondmero na solugdo estimulou a producdo de filme na superficie do eletrodo. Ja no
excesso de 4-aminofenol, a propor¢do 4:1 apresenta a area eletroativa maior, que reduz

ao passar para a propor¢do 2:1 e novamente ao passar para o equilibrio entre os

mondOmeros.
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Figura 49: Voltamogramas ciclicos em acido sulftirico 0,1 mol L1, 50 mV s! dos eletrodos de grafite

modificados com os copolimeros na metodologia 3.

Na metodologia 4 (Figura 50), é possivel visualizar a maior drea na propor¢ao
2:1 de anilina, seguido pela 4:1 de anilina. O restante das areas observadas apresentam
um comportamento similar. A propor¢@o 2:1 de anilina na metodologia 4 foi a maior area
eletroativa em todas as proporgdes € metodologias, o que pode ser um fator positivo para

a imobilizacao das biomoléculas por indicar grande quantidade de filme na superficie do

eletrodo.
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Figura 50: Voltamogramas ciclicos em 4cido sulftirico 0,1 mol L', 50mV s dos eletrodos de grafite

modificados com os copolimeros na metodologia 4.
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A partir do teste de transferéncia de elétrons realizado em solugdo
K4Fe(CN)s/K3Fe(CN)s 5,0 mmol L' em meio de KCl 0,1 mol L, 50 mV s, foi
verificado um carater muito mais condutor do copolimero sintetizado em proporgado 1:1
na metodologia 3 em relagdo aos outros filmes, o que pode ser uma caracteristica benéfica
para a amplitude dos sinais em um biossensor. Os copolimeros de carater mais resistivos
foram observados nos dois extremos: 4AF(4:1)An metodologia 3 e 4-AF(1:4)An
metodologia 4, a indicar que o excesso de 4AF propicia grande formacao de filme poli(4-
aminofenol), no primeiro caso, € o excesso de anilina propicia a formagao de polianilina,
principalmente nas etapas de polimerizagao que o intervalo de potencial fica restrito entre
0,0Va0,65Ve0,0Val,5V,respectivamente. Os valores de potencial e corrente dos

picos sdo exibidos na Tabela 5.

Proporcdo  Metodologia  Potencial  Corrente do  Potencial ~ Corrente do

entre os de do pico pico do pico pico
mondmeros polimerizagdo anoddico (V)  anddico catodico catodico
(A) (V) (A)
4-AF4:1AN 3 0.290 4.129 10* 0.151 -4.627 10
4-AF4:1AN 4 0.273 4.554 10 0.168 -4.658 10
4-AF2:1AN 3 0.286 5.366 10 0.162 -5.276 10
4-AF2:1AN 4 0.271 6.142 10 0.167 -6.350 10
4-AF1:1AN 3 0.262 4.120 10* 0.170 -4.593 10
4-AF1:1AN 4 0.271 4.671 10 0.165 -4.762 10
4-AF1:2AN 3 0.312 5219 10 0.181 -4.123 10
4-AF1:2AN 4 0.275 4.063 10 0.158 -5.313 10
4-AF1:4AN 3 0.271 4.596 10 0.157 -6.052 10
4-AF1:4AN 4 0.282 4.883 10 0.152 -4.991 10

Tabela 5: Dados obtidos nos ultimos ciclos de voltametria dos EG contendo os filmes do copolimero
poli(anilina-4-aminofenol) polimerizados em diferentes condi¢des, em solucdo de K4FE(CN)s/K3FE(CN)s

5,0 mmol L' em meio de KCI1 0,1 mol L', 50 mV s\
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4.4.2 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV) DOS COPOLIMEROS

Ao comparar as imagens obtidas dos copolimeros sintetizados a partir da
metodologia 3 (Figura 51), ¢ possivel observar um padrdo comportamental de
planificagdo e homogeneizagdo da superficie, a medida que se aumenta a quantidade de
4-AF, convergindo para o perfil do proprio poli(4-aminofenol). No excesso de anilina,
observa-se uma morfologia esponjosa, com alguns granulos, que permanecem constantes

na proporgao 1:1.

Figura 51: MEV de 10.000 e 30.000 vezes dos copolimeros feitos a partir das propor¢des 4AF1:4An (A),
4AF1:2An (B), 4AF1:1An (C), 4AF2:1An (D) E 4AF4:1An (E), feitas pela metodologia 3.

Por outro lado, na metodologia 4 (Figura 52), as imagens do copolimero com
excesso de anilina e proporg¢do 1:1 aparentam um aspecto mais quebradigo, enquanto as
imagens com excesso de 4AF aparecem com um perfil esponjoso e pequenas
aglomeragdes, que podem ser pequenas ilhas de polimeros formadas fora da estrutura
polimérica principal, o que acarretaria em uma superficie pouco homogénea e, portanto,
ndo tio apta a aplicagdo para a imobilizagio de biomoléculas. E possivel observar a

transicao entre o carater quebradi¢o até o mais esponjoso.
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Figura 52: MEV de 10.000 e 30.000 vezes dos copolimeros feitos a partir das proporgdes 4AF1:4An (A),
4AF1:2An (B), 4AF1:1An (C), 4AF2:1An (D) E 4AF4:1An (E), feitas pela metodologia 4.

4.5 DETECCAO DIRETA

Foi realizada a detecgdo direta da sonda poliGA, na concentragdo 10~ mmol
L-!, conforme o procedimento descrito em materiais e métodos, para todas as proporcdes
dos copolimeros produzidos a partir das metodologias 3 e 4. Os resultados obtidos estdo

expressos na Figura 53.
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Figura 53: Histograma da corrente de pico da guanina em (pa) das detecgdes diretas de sonda e para todas
as metodologias com respectivas barras de erro de desvio padréo e proporgdo entre os mondmeros 4-
aminofenol:anilina, sendo a) P-4AF com 20 ciclos de varredura; b) P-4AF 10 ciclos de varredura; ¢)
copolimero na metodologia 3 na propor¢éo 4:1; d) copolimero na metodologia 4 na proporgdo 4:1; ¢)
copolimero na metodologia 3 na proporg¢do 2:1; f) copolimero na metodologia 4 na proporg¢éo 2:1; g)
copolimero na metodologia 3 na propor¢ao 1:1; h) copolimero na metodologia 4 na proporcdo 1:1; 1)
copolimero na metodologia 3 na proporgao 1:2; j) copolimero na metodologia 4 na proporgdo 1:2; k)
copolimero na metodologia 3 na proporcao 1:4; 1) copolimero na metodologia 4 na proporgéo 1:4; m)

PAni com 10 ciclos de varredura; n) PAni com 20 ciclos de varredura.

De acordo com a gréfico, observa-se que copolimeros que foram produzidos
com excesso do 4-aminofenol apresentaram picos de corrente mais baixos, a dizer que
talvez ndo tenha ocorrido a formagao do copolimero de forma eficaz. Por outro lado, ao
observar os resultados obtidos dos copolimeros com excesso de anilina, nota-se melhor
resultado na metodologia 4, o dobro de ciclos de varredura na faixa de potencial 0,0 V a
+0,65 V, propiciando a formacgao do 4-aminofenol, que pode indicar melhor intercalacao

entre os monomeros. No entanto, conforme pode ser visualizado, os resultados que
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apresentaram os dois maiores valores de corrente dos copolimeros sao os produzidos por
4AF1:1An metodologia 3 (Figura 53g) — com o mais intenso pico de corrente da Guanina
- ¢ 4AF1:2An metodologia 4 (Figura 53j) — o segundo mais intenso pico de corrente da

Guanina do copolimero, entretanto menos intenso que o poli(4-aminofenol) com 10 ciclos

de varredura.

Baseado nos resultados separados entre as metodologias, observa-se um
padrdo na metodologia 3, que apresenta um perfil crescente conforme diminui a
quantidade de 4-aminofenol, atingindo o dpice na proporcao 1:1 e entrando em declinio
conforme aumenta a quantidade de anilina. J4 na metodologia 4 observa-se um resultado
muito similar nas propor¢des com excesso de 4-aminofenol, um crescimento da

proporgao 1:1 para 1:2 de anilina seguido por um declinio a propor¢aol:4 de anilina.

As duas metodologias de copolimeros — uma vez que o objetivo do trabalho
era produzir um material novo - e respectivas proporgdes que apresentaram melhores
valores de corrente para a detec¢do da sonda foram submetidas ao teste para deteccdo de
sonda/alvo, utilizando o alvo poliCT na concentracdo de 3x10™ mmol L!. O resultado

obtido € representado na Figura 54.
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Figura 534: Corrente de pico da guanina em (pnA) das deteccdes diretas de sonda (1) e sonda/alvo (2) para

metodologia 3 na proporg¢do 1:1 e metodologia 4 na proporgao 1:2 com excesso de anilina.

Os resultados obtidos mostram que, além de um melhor pico de corrente para
deteccao da sonda, a metodologia 3 — primeira parte da polimerizagao com 3 ciclos de
varredura no intervalo de potencial de 0,0 V a 1,05 V e a segunda parte com 10 ciclos de

varredura adotando a faixa de potencial de 0,0 V a 0,65 V, com propor¢aol:1 dos
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mondmeros - também apresenta menor sinal para o alvo, com maior amplitude entre os
dois sinais, de 56,2% de diferenca contra 8,9% da outra metodologia. Tal comportamento
pode ser explicado possivelmente porque apesar de ambas as metodologias terem uma
boa imobilizagdo da biomolécula sonda, na metodologia 3, provavelmente a biomolécula
fica melhor posicionada para a interagdo com o alvo. Os picos de detec¢do para sonda e
sonda/alvo das duas metodologias com respectivas proporgoes estdo expressos na Figura
55. Nota-se que, em ambos 0s casos, os picos de sonda/alvo sdo mais definidos, enquanto
os picos de sonda se apresentam em forma de ‘ombro”. No segundo a diferenga entre os
sinais ¢ reduzida, fator negativo para a visualizagdo dos resultados. J4 no primeiro caso,
¢ possivel diferenciar um sinal do outro facilmente, sendo assim mais propicio para a

aplicacdo em um biossensor.

Corrente/pA

Corrente/pA

20 ; 20 = T T T
0.5 0.6 0,7 08 0,9 0.5 0.6 07 0,8

Potencial/V vs Ag/AgCI Potencial/V vs Ag/AgCI

Figura 55: Picos de detecgdo direta de sonda e sonda/alvo para as metodologias 3 proporgdo 1:1 (a) e

metodologia 4 propor¢do 1:2 com excesso de anilina (b).

4.6 DETECCAO INDIRETA

Foi realizada a detecgdo indireta para avaliar o comportamento das duas
metodologias. A deteccao de sonda e sonda/alvo foi realizada conforme descrito em

materiais € métodos. Os resultados obtidos estdo expressos na Figura 56.
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Figura 56: Detecgdo indireta de sonda e sonda/alvo via monitoramento do intercalador de DNA brometo

de etidio, utilizando a plataforma com os copolimeros 1:1 metodologia 3 e 4AF1:2An metodologia 4.

Observa-se que a mesma metodologia que obteve melhor resultado na detec¢do

direta, também se destaca na deteccdo indireta, a apresentar maior discrepancia entre o

sinal do alvo e o da sonda, o que favorece a visualizagdo dos dados e torna o biossensor

mais sensivel. Nota-se uma diferen¢a de 33,9% para os picos de sonda e sonda/alvo na

propor¢ao 1:1 utilizando a metodologia 3 e uma diferenga de 19,5% na proporcao 1:2

com excesso de anilina utilizando a metodologia 4. Os picos de detec¢do do brometo de

etidio em cada uma das duas metodologias com respectivas propor¢des podem ser vistos
na Figura 57.
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Figura 57: Picos de detecgdo indireta de sonda e sonda/alvo utilizando brometo de etidio para as

metodologias 3 proporgéo 1:1 (a) e metodologia 4 propor¢do 1:2 com excesso de anilina (b).
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5 CONCLUSOES

Neste trabalho foram produzidos novos materiais derivados de anilina e 4-
aminofenol para a modificacao de eletrodos de grafite por eletropolimeriza¢ao. Por meio
dos estudos eletroquimicos do copolimero poli(anilina-4-aminofenol), preparado em
diferentes propor¢des dos monomeros, foi possivel determinar o perfil eletroquimico dos
eletrodos modificados com este copolimero, em relagdo aos polimeros polianilina e

poli(4-aminofenol).

As andlises obtidas por espectroscopia vibracional na regido do Infravermelho,
para o copolimero poli(anilina-4-aminofenol) e para os filmes polianilina e poli(4-
aminofenol) evidenciaram a formacdo do filme proveniente da juncdo dos dois
monodmeros. As imagens por microscopia eletronica de varredura exerceram um papel
crucial para a observacao e analise da morfologia de cada copolimero associado ao perfil
morfoldgico dos copolimeros formados, de acordo com a variacdo da propor¢dao dos

monodmeros, faixa de potencial e nimero de varreduras de potencial.

Analises utilizando biomoléculas modelo indicaram que o copolimero poli(4-
aminofenol-anilina), preparado a partir da eletropolimeriza¢cdo da mistura de anilina e 4-
aminofenol na proporcao 1:1 por voltametria ciclica em duas etapas: 3 ciclos de potencial,
de 0,0 V a +1,05 V e 10 ciclos de potencial, de 0,0 a +0,65 V, apresentou maior
capacidade de imobilizagdo de biomoléculas, evidenciado pelos melhores resultados,
tanto na detec¢ao direta quanto indireta de alvo especifico do que as plataformas formadas
por polianilina ou por poli(4-aminofenol) e poli(4-aminofenol-anilina) em outras

metodologias e propor¢des adotadas.

Este estudo contribui para o desenvolvimento de eletrodos modificados com
materiais poliméricos que apresentam potencial para sua utilizagdo como plataformas

para aplicagdo em biossensores.
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