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RESUMO

Biossensores eletroquimicos sdo ferramentas versateis para o diagnoéstico clinico, pois dentre
tantas vantagens, apresentam boa sensibilidade e seletividade, e baixos tempos de respostas. O
emprego de polimeros condutores como matriz para imobilizagdo de biomoléculas contribui
para a biocompatibilidade de biossensores, pois ha exposi¢do de grupos funcionais que
propiciam um microambiente favoravel. O objetivo deste trabalho foi a preparagdao e
caracterizacdo de um novo material polimérico para aplicacdo em biossensores, o copolimero
derivado dos mondmeros 4-aminofenol e anilina, nomeado como poli(anilina-co-4-aminofenol)
— 4-PANAP. O copolimero foi eletropolimerizado na superficie de eletrodos de grafite,
aplicando-se varreduras ciclicas de potenciais em meio acido contendo a mistura
comonomeérica. Os resultados de caracterizagdo eletroquimica, morfologica e estrutural
indicaram a formacdo de um novo material com caracteristicas hibridas entre o poli(4-
aminofenol) (P4AP) e a polianilina (PANI). O 4-PANAP apresentou picos redox na regido de
P4AP com densidade de carga similar a PANI, com comportamento intermediario entre os dois
frente a transferéncia eletronica. A morfologia de 4-PANAP resultou em formas de fibras
interconectadas, diferente da globular PANI e fibras estiradas de P4AP. Espectros de
infravermelho revelam que ambos grupos funcionais caracteristicos de P4AP e PANI
permanecem em 4-PANAP. A aplicagdo em biossensores foi avaliada frente ao
desenvolvimento de um imunossensor eletroquimico para detec¢do do hormdnio tireoidiano
3,5,3'-triiodotironina (T3). O estudo do imunossensor para T3 permitiu a avaliagdo das
melhores condi¢des de eletrossintese do copolimero frente a detec¢do de T3, que foi a
eletropolimerizagdo com uma mistura monomeérica equimolar (1:1), na faixa de potencial de
—0,1 a+1,2 Vem 50 mV s !. A partir da construgdo da curva analitica, foi alcancada relacio
linear entre a corrente anddica e a faixa de concentracdo de T3, na faixa de trabalho de 0,2 a
8,8 pg mL™!, com um limite de detec¢do de 0,60 pg mL™! e um limite de quantificacdo de
1,80 pg mL™!. A plataforma proposta manteve 90 % do sinal analitico apds um periodo de 60
dias, cujos resultados se mostraram promissores para aplicagdes reais, obtendo-se sucesso na

performance da plataforma.

Palavras-chave: Copolimero. 4-aminofenol. Anilina. Eletropolimeriza¢do. Imunossensor

eletroquimico.



ABSTRACT

Electrochemical biosensors are versatile tools for clinical diagnosis, because among so many
advantages, they have good sensitivity and selectivity and low response times. The use of
conducting polymers as a matrix for immobilization of biomolecules contributes to the
biocompatibility of biosensors, as there is exposure of functional groups that provide a
favorable microenvironment. The objective of this work was the preparation and
characterization of a new polymeric material for application in biosensors, the copolymer
derived from the monomers 4-aminophenol and aniline, named as poly(aniline-co-4-
aminophenol) — 4-PANAP. The copolymer was electropolymerized on the surface of graphite
electrodes, applying cyclical potential scans in an acid medium containing the comonomer
mixture. The results of electrochemical, morphological and structural characterization indicated
the formation of a new material with hybrid characteristics between poly(4-aminophenol)
(P4AP) and polyaniline (PANI). 4-PANAP showed redox peaks in the P4AAP region with charge
density similar to PANI, with an intermediate behavior between the two against electron
transfer. The morphology of 4-PANAP resulted in forms of interconnected fibers, different
from the globular PANI and stretched fibers of P4AP. Infrared spectra reveal that both
characteristic functional groups of P4AAP and PANI remain in 4-PANAP. The application in
biosensors was evaluated against the development of an electrochemical immunosensor to
detect the thyroid hormone 3,5,3'-triiodothyronine (T3). The study of the immunosensor for T3
allowed the evaluation of the best conditions for electrosynthesis of the copolymer against the
detection of T3, which was the electropolymerization with an equimolar monomeric mixture
(1:1), in the potential range of —0.1 to +1, 2 V at 50 mV s '. From the construction of the
analytical curve, a linear relationship between the anodic current and the T3 concentration range
was reached, in the working range of 0.2 to 8.8 pg mL ™!, with a detection limit of 0.60 pg mL""
and a limit of quantification of 1.80 pg mL"'. The proposed platform kept 90% of the analytical
signal after a period of 60 days, whose results were promising for real applications, achieving

success in the performance of the platform.

Keywords: Copolymer. 4-aminophenol. Aniline. Electropolymerization. Electrochemical

imunosensor.
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1. INTRODUCAO

Biossensores eletroquimicos tém recebido grande atengdo em diagndsticos clinicos
de varios analitos biologicos, pois apresentam boa sensibilidade, facil fabricacao e baixos
tempos de respostas (NAWAZ et al., 2018). Imunossensores eletroquimicos monitoram o sinal
elétrico de um evento imunologico na interface eletrodo-solu¢do. A combinagdo de
caracteristicas de dispositivos eletroquimicos, incluindo consumo minimo de amostra, alta
velocidade de detec¢do e potencial para sua miniaturizacdo, tornam os biossensores

eletroquimicos ferramentas poderosas em bioandlise e diagndstico clinico (GUO et al., 2015).

A imobiliza¢ao de biomoléculas na superficie do eletrodo ¢ o ponto-chave para o
sucesso dos biossensores, uma vez que eles devem fornecer um arranjo de sitios ligantes
disponiveis para interagio com o alvo (GONZALEZ-TECHERA et al., 2015). Polimeros
condutores ou semicondutores sdo conhecidos por conter numerosas propriedades, permitindo
atuar como excelentes materiais na imobiliza¢ao de biomoléculas (SOGANCI et al., 2014). O
desenvolvimento de copolimeros pode fornecer estruturas diferentes daquelas de seus
polimeros de origem, aumentando o numero de grupos funcionais ou adicionando grupos

diferentes em uma unica estrutura (TURAN et al., 2014).

O Laboratoério de Filmes Poliméricos (LAFIP) tem investigado o polimero poli(4-
aminofenol) como parte do desenvolvimento de biossensores eletroquimicos. Os trabalhos ja
concluidos indicam que a presenca dos grupos hidroxila e amino em sua estrutura fornecem boa
compatibilidade para imobilizagao de biomoléculas (ALVES-BALVEDI et al, 2016; SILVA et
al., 2016; PARAISO et al., 2014; FRANCO et al., 2008). Outro polimero bastante empregado
em biossensores eletroquimicos ¢ a polianilina, que contém fung¢des amino na cadeia
polimérica, mostrando boa estabilidade e facil sintese (YUKIRD et al., 2017).

A polianilina tem sido combinada com varios nanomateriais € nanoparticulas para
fabricagdo de compdsitos, visando a melhoria das propriedades fisico-quimicas do material,
que refletem no desempenho de biossensores, como a melhora na sensibilidade, diminui¢do de
limites de deteccao e/ou quantificacdo (PIGUILLEM et al., 2018). A sensibilidade de um
biossensor esta relacionada com a capacidade de detectar alteragdes minimas no sinal analitico.
Os limites de detec¢do estdo relacionados com as concentracdes minimas que podem ser

relacionadas ao analito em uma amostra, que o diferencia de sinal de qualquer outra espécie
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existente. J& os limites de quantificagdo da analise se relacionam com a quantidade minima que
pode ser quantificada com um certo grau de confianca (VIAL e JARDY, 1999).

Em um contexto geral, a busca por limites de deteccao e quantificagdao cada vez
menores ¢ visado quando se deseja simplificar o método de coleta de amostra ou quando se
trabalha com amostras que ja possuem concentragdes baixas do analito, como ¢ o caso da
determinagdo dos niveis de hormonios da tireoide. Os hormodnios da tireoide existem em duas
estruturas principais, L-tiroxina (T4) e 3,5,3'-triiodotironina (T3). Os niveis séricos
considerados como normais para o T3(Livre) sdo de 2,00 a 4,40 pg mL™! (SABIN, 2019).
Qualquer desequilibrio nos niveis de T3 pode levar a aparicdo de diversos sintomas e,
consequente desencadeamento de disturbios da tireoide.

Os dois distarbios primdrios das glandulas tireoides sdo o hipotireoidismo e o
hipertireoidismo, que sdo relacionados aos estados de hipofuncionamento e
hiperfuncionamento da glandula tireoide, respectivamente. A quantificagdo dos niveis
hormonais da tireoide ¢ considerada o protocolo padrao para diagnostico de distirbios da
glandula, sendo a quantificacdo de T3 mais indicada em casos de hipertireoidismo
(LIVINGSTON et al., 2015), que ¢ o quadro hipermetabdlico, onde os niveis hormonais
circulantes estdo aumentados, causado pelo aumento na funcdo da glandula tireoide

(OLIVEIRA e MALDONADO, 2014).

Este trabalho descreve a preparagdo e caracterizagdo de um novo material
polimérico para aplicacdo em biossensores. Esse material polimérico foi proposto a partir da
combinagdo de dois mondmeros diferentes, 4-aminofenol e anilina, para sintese de um
copolimero, nomeado como poli(anilina-co-4-aminofenol) (4-PANAP). A metodologia
empregada para sintese foi a via eletroquimica sobre eletrodos de discos de grafite. Esse
material copolimérico serviu como matriz para a imobilizagdo do anticorpo especifico anti-

3,5,3'-triiodotironina (anti-T3), para aplicagdo em um imunossensor de T3.
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1.1 Biossensores Eletroquimicos

A area de pesquisa em biossensores ¢ uma area em ascensdo, que vem ganhando
seu espago e reconhecimento frente a outras areas de pesquisas, devido as principais vantagens,
como alta seletividade, respostas rapidas, praticidade operacional de equipamentos de analise,
simplicidade na preparacao de amostras, alta sensibilidade, possibilidade de detec¢do em tempo
real e baixos custos de producdo (FATONI et al., 2020). Os Biossensores sao definidos pela
Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada (IUPAC, do inglés International Union of
Pure and Applied Chemistry) como “um dispositivo que usa reagdes bioquimicas especificas
mediadas por enzimas isoladas, imunossistemas, tecidos, organelas ou células inteiras para
detectar compostos quimicos usualmente por sinais elétricos, térmicos ou opticos” (IUPAC,

1997).

Figura 1 — Representacdo ilustrativa do biossensor proposto por Clark e Lyons em 1962. O eletrodo
consiste de um (A) eletrodo de referéncia e (B) um eletrodo de trabalho no interior de um (C) cilindro,
que € revestido ao fundo por uma membrana multipla. No interior da célula contém um (D) eletrélito
com composic¢do variada, de acordo com a aplicagdo particular. Ha uma (F) camada concentrada de
enzima entre as (E) e (G) membranas semipermeaveis

B
| 1
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FONTE: CLARK JR e LYONS, 1962, p. 40.
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Baseado nesta defini¢do, a esséncia de um biossensor esta no uso de biomoléculas
para geracao de um sinal detectavel, quando conectado a um sistema de transdu¢do. O primeiro
modelo de biossensor foi produzido em 1962, com a proposta de usar uma fina camada da
enzima glicose oxidase entre camadas de membranas semipermeaveis, acopladas em uma
célula eletrolitica com um eletrodo de vidro de potencial de hidrogénio (pH), como pode ser
visualizado na Figura 1. Nesse sistema, a glicose difundida entre as membranas era convertida
em acido gluconico, que provocava uma queda nos valores de pH, cuja magnitude estava

relacionada com a concentragao de glicose (CLARK JR e LYONS, 1962).

Apresentando caracteristicas como rapido tempo de resposta, facil uso e fabricagao,
além de capacidade de autoclavagem, tamanho pequeno e alta especificidade, o sucesso da
proposta de biossensor foi tanto que, em 1975, foi lancado o primeiro biossensor comercial
vendido pela Yellow Springs Instruments Company (YSI; Yellow Springs, Ohio, USA). Esse
biossensor foi baseado na determinacdo da glicose a partir da deteccdo amperométrica de
perdxido de hidrogénio (SETFORD e NEWMAN, 2005), cujo principio basico pode ser visto

na Figura 2.

Figura 2 — Representacao ilustrativa dos componentes basicos de funcionamento do eletrodo comercial
YSI 23A langado em 1975

e

REACAO 1

\

MEMBRANA
CETATO OxIDASE SUBSTRATO
CELULOSE IMOBILIZADA

MEMBRANA DE ™_aNEL
POLICARBONATO

FONTE: adaptada de YSI LIFE SCIENCES, 2009.
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Atualmente hd uma série de biomoléculas que sdo usadas na etapa de
bioreconhecimento, que € o evento de interagdo entre biomoléculas para promogao de um sinal,
como ¢ o exemplo da etapa ‘REACAO 1’ na Figura 2, assim como h4 uma série de transdutores

disponiveis para promover a transducao do sinal bioquimico em um sinal analitico util.

Uma visao geral de biossensores disponiveis para variadas detecgdes ¢ mostrado na
Figura 3. A partir dos elementos de bioreconhecimento, ¢ possivel a visualizacdo de duas
categorias principais: biocataliticos e biocomplexantes. Elementos biocataliticos fornecem uma
reposta baseada na reacao catalisada por macromoléculas, como enzimas, c€lulas e tecidos, que
geralmente levam a geracdo de uma molécula eletroativa (MOON et al., 2018). Ja nos
elementos biocomplexantes, a resposta do biossensor ¢ baseada na interacdo de analitos com
macromoléculas, como anticorpos com antigenos, peptideos e a interacdo com polimeros
molecularmente impressos (MIP, do inglés Molecularly Imprinted Polymer) (CESEWSKI e
JOHNSON, 2020).

Figura 3 — Representacao ilustrativa dos componentes basicos de um biossensor aplicados a diversos
analitos

Analito Biorreconhecimento Transdutores Métodos

Eletroguimicos
& Enzimas G
n e
Hormonios g*,q,
Elétricos

% . Anticorpos &
ﬁAntlcorpos // Potenciométricos

Eletroquimicos
) Proteinas ( Q .
DNA/RNA S ) ) Opticos

Amperométricos

Oligonucleotideos Calorimeétri Voltamétricos
(DNA/RNA)‘_N‘»/‘ alorimétricos

Actisticos Impedimétricos
_— Células
. . Condutimétricos
L Pizoelétricos

/Bactérias Aptémerose ;”””:

Virus 3& MIP m

FONTE: elaborada pela autora, 2021.

O evento de bioreconhecimento ¢ uma das etapas a ser analisada para a escolha do

sistema de transduc¢do, pois a energia envolvida ou as propriedades fisico-quimicas existentes
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nesse sistema influenciard na escolha analitica, que incluem métodos de deteccao
eletroquimicos, Opticos, foto-eletroquimicos, calorimétricos, etc (MOZHGANI et al., 2020).
Como os biossensores geralmente envolvem detecgdes de analitos em concentragdes baixas ou
o evento de bioreconhecimento produz um sinal baixo, os transdutores eletroquimicos sao
muito utilizados por serem sensiveis a pequenas mudangas na eletroatividade do eletrodo
(DENG et al., 2020). Outras vantagens de biossensores eletroquimicos incluem: rapidos tempos
de resposta; facilidade na aplicagdao e leitura dos dados; baixo custo e possibilidade de

miniaturizacdo (BLAIR e CORRIGAN, 2020).

Os biossensores eletroquimicos tem como base o monitoramento das mudancas que
ocorrem no fluxo de elétrons na interface eletrodo-solucdo. Essas mudangas sdo monitoradas
na superficie do eletrodo através de parametros como resisténcia eletrolitica, transferéncia de
carga ou transporte de massa. Nesse sentido, os biossensores eletroquimicos podem ser
subdivididos em: impedimétricos, potenciométricos, amperométricos e condutimétricos

(KHANMOHAMMADI et al, 2020).

1.1.1 Biossensores Impedimétricos

Os biossensores impedimétricos monitoram a mudanca na impedancia da interface
eletrodo-solucdao. A impedancia ¢ basicamente o oposto do fluxo de elétrons em um circuito
elétrico. Ela ndio consiste na resisténcia comum, pois a resisténcia obedece a Lei de Ohm! e
ocorre com corrente que ndo depende da frequéncia, onde ndo apresenta diferenca de fase entre
a voltagem aplicada e a corrente gerada. A impedancia ocorre com corrente que apresenta uma
diferenca no angulo de fase entre voltagem e corrente, devido ao surgimento dos efeitos
capacitivos, resistivos e indutivos. Assim, a impedancia consiste de uma parte resistiva € uma
parte capacitiva, resultado da interacdo complexa de um sinal de voltagem de pequena

amplitude com uma funcao de frequéncia (LEVA-BUENO et al., 2020).

L A Lei de Ohm é a medida da resisténcia a passagem de corrente elétrica, sendo a formula matematica R = "
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1.1.1.1 Espectroscopia de impedancia eletroquimica

A técnica de Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica (EIS, do inglés
Electrochemical Impedance Spectroscopy) tem como principio a introdugao de uma baixa
perturbacdo de natureza senoidal ao potencial de trabalho do sistema eletroquimico. A
perturbacdo de baixa tensdo tende a gerar um sistema eletroquimico pseudo-linear. Em um
sistema pseudo-linear, a resposta de corrente também tera forma senoidal de mesma frequéncia,
porém em fase e/ou amplitude diferente (INSTRUMENTS, 2007). A medi¢do dessa diferenga
de fase e/ou amplitude, ou seja, da impedancia, permite avaliar a natureza da interface
eletroquimica no estado estacionario (LASIA, 2014), com relagdo as contribui¢des de difusao,
dupla camada, cinética, reacdes acopladas e etc (BRETT e BRETT, 1996). O comportamento

impedimétrico ¢ avaliado por dois tipos de diagramas principais:

a) Diagrama de Nyquist: nessa representacdo grafica, Figura 4(a), os dados de
impedancia imaginaria (Z”) versus a impedancia real (Z’) sdo plotados para varias frequéncias.
Por interpretacdo do diagrama de Nyquist, tem se que o lado direito representa regides de altas
frequéncias, enquanto o lado esquerdo representa regides de baixas frequéncias, sendo cada
ponto a impedancia do sistema em cada frequéncia INSTRUMENTS, 2007). A forma gréfica
de resposta revela o comportamento da superficie em diversos aspectos. A origem da curva em
regides de alta frequéncia no eixo Z’ informa a existéncia de uma resisténcia da solucdo
eletrolitica. A origem da curva no eixo Z” informa a auséncia da resisténcia da solugao
eletrolitica. A forma da curva indica se ha predominancia de um comportamento capacitivo,
quando se observa uma linha perpendicular ao eixo real, ou resistivo quando da presenca de um
semicirculo, ou ainda indutivo, quando da extrapolacdo para valores negativos (RIBEIRO,

2020).

b) Diagrama de Bode: neste diagrama ¢ muito comum a representacao do mddulo
da impedancia versus o logaritmo da frequéncia (J/Hz), Figura 4(b), ou o angulo de fase (¢)
versus o logaritmo da frequéncia (J/Hz), Figura 4(c). Para o primeiro, sdo obtidas informacdes
sobre magnitudes de resisténcia da solu¢do e magnitude da impedéncia total do sistema. Para o
segundo, informagdes sdo obtidas a respeito das diferentes constantes de tempo e como elas sdo
relacionadas com a frequéncia, possibilitando a elaboragdo de um circuito equivalente mais

apropriado para o sistema (RIBEIRO, 2020).
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Figura 4 — Representagdes graficas dos resultados obtidos por EIS nos seguintes modos: (a) Diagrama
de Nyquist; (b) Diagrama de Bode, na forma |Z| vs. log (f/Hz); e (c) Diagrama de Bode na forma ¢ vs.
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FONTE: elaborada pela autora, 2021.

1.1.2 Biossensores Potenciométricos

Os biossensores potenciométricos monitoram a mudanga de potencial gerada no
eletrodo de trabalho com relacdo a um eletrodo de referéncia, a um valor de corrente que tende
a zero. Ou seja, quando nenhuma corrente flui sobre o eletrodo, o potencial ¢ medido em uma
condi¢do de equilibrio, permitindo associa-lo a concentragdao dos ions analitos. Essa relagdo

~ . 7 . ~ 2
entre concentragdo e potencial ¢ estabelecida pela equacdo de Nersnt”, sendo que esses

biossensores sdo geralmente empregados quando se trabalha com enzimas (TANISELASS et

al., 2019) (LEVA-BUENO et al., 2020).

1.1.3 Biossensores Voltamétricos

Métodos amperométricos monitoram a mudanga nos valores de corrente quando o

potencial se mantém constante. Em geral, um biossensor amperométrico necessita de uma

2 A equacdo de Nernst permite calcular o potencial de uma reagio quimica, sendo sua férmula matematica
RT
dadaporE = E° — —nQ
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camada enzimatica, semelhante aos biossensores potenciométricos, a qual proporciona a
geracdo da corrente na superficie do eletrodo, proporcional a concentragao do analito. Essa
relacdo de corrente e concentragio ¢ dada pela Lei de Faraday®. Os biossensores
amperométricos apresentam melhor sensibilidade do que os biossensores potenciométricos

(TANISELASS et al., 2019) (LEVA-BUENO et al., 2020).

Figura 5 — Sinais de excitagdo de potencial versus tempo; e respostas de corrente versus potencial
empregados nas voltametrias de (a) pulso diferencial; (b) onda quadrada; e (c) ciclica
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FONTE: elaborada pela autora, 2021.

Quando o potencial ¢ variado ao longo do tempo e a corrente gerada na superficie
do eletrodo de trabalho ¢ medida com relagao a um eletrodo de referéncia, o método passa a ser
o Voltamétrico. Ao variar o potencial aplicado ao eletrodo de trabalho, varias fungdes
voltagem/tempo podem ser aplicadas e, a partir dessa variagdo, € possivel realizar uma leitura
simultanea da corrente. As fungdes voltagem/tempo sdo chamadas de sinais de excitacdo. O

sinal de excitacdo classico da voltametria ¢ o de varredura linear, que corresponde a um

3 A Lei de Faraday estabelece a existéncia de uma forca eletromotriz quando ocorrer variagdes no campo

- . -~ A
magnético, sendo sua férmula matematica dada por: E = %
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potencial linearmente variado em fun¢ao do tempo. A medida que o potencial ¢ aplicado, a
corrente gerada na célula ¢ medida (SKOOG et al., 2006). Os trés principais sinais de excitacao
que sdo empregados em biossensores voltamétricos, bem como seus sinais de resposta sao
mostrados na Figura 5, que caracterizam as trés técnicas mais utilizadas para os biossensores
voltamétricos: Voltametria de Pulso Diferencial (VPD), Voltametria de Onda Quadrada (VOQ)
e Voltametria Ciclica (VC).

1.1.3.1 Voltametria de Pulso Diferencial

Na técnica de VPD, pulsos de potencial sdo aplicados em fungdo do tempo. Os
pulsos podem ser aplicados pela sobreposicao periddica em uma varredura linear, como ¢
mostrado na programagdo da Figura 5(a), ou podem combinar a aplicagdo de um pulso sobre
uma varredura em forma de escada. Nessa técnica a corrente € amostrada em dois momentos,
o primeiro, antes da aplicacdo do pulso e o segundo, imediatamente apos o final do pulso,
porém, antes que o pico tenha decaido completamente. Fazendo-se a diferenga desses dois
valores de corrente para cada pulso, a resposta ¢ registrada em uma forma de curva diferencial,

como ¢ mostrado na resposta da Figura 5(a) (BRETT e BRETT, 1996).

A concentragdo da espécie que oxida/reduz € diretamente proporcional a altura do
pico. As vantagens na utilizacdo dessa técnica estdo na boa resolucdo de picos diferentes,
podendo ser observados naqueles com potenciais de meia-onda que se diferem entre 0,04 V e
0,05 V, bem como na maior sensibilidade e limites de deteccdo significativamente baixos,
geralmente na ordem de 107 ¢ 10°® mol L™! (SKOOG et al., 2006). Tais vantagens podem ser
atribuidas a uma melhora na corrente faradaica®, obtida pela amostragem de corrente antes e
apos a aplicacgdo do pulso de potencial, ou seja, como a corrente ¢ medida quando estd ocorrendo
apenas o carregamento da dupla camada elétrica na superficie do eletrodo, ou seja, a corrente
capacitiva, e posteriormente ocorre a subtragdo dessa corrente, pode-se dizer que houve uma

subtracdo da corrente capacitiva (BRETT e BRETT, 1996).

4 Corrente faradaica é a corrente gerada por processos éxi-redutivos na superficie do eletrodo.
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1.1.3.2 Voltametria de Onda Quadrada

A técnica de VOQ ¢ bastante similar a VPD, mas oferece vantagens tais como
melhora na sensibilidade e alta velocidade, podendo ser obtidos voltamogramas em menos de
10 milissegundos. Os pulsos de potencial sdo sobrepostos sequencialmente em forma de escada,
como mostrado na programac¢ao da Figura 5(b). Pode-se notar que as larguras de cada degrau
sdao idénticas, assim como a altura de cada degrau. A corrente também ¢ medida em dois
momentos: milissegundos antes a aplicacdo do pulso e antes o término do pulso (BRETT e

BRETT, 1996).

Quando o processo eletroquimico se tratar de uma reagao reversivel, o tamanho do
pulso permite tanto a ocorréncia da reagdo direta, como da reacdo inversa do produto
imediatamente formado. Portanto, o sentido direto produz uma corrente do processo
oxidativo/redutivo, enquanto o sentido inverso produz uma corrente redutiva/oxidativa do
produto formado. E a diferenca entre essas correntes que é mostrada no grafico de resposta da
Figura 5(b) (curva em preto), sendo a mesma diretamente proporcional a concentracdo da
espécie. Assim como na VPD, os limites de deteccdo estdo em torno de 10712 mol L™! (SKOOG

et al., 2006).

1.1.3.3 Voltametria Ciclica

A VC ¢ uma técnica muito util, por oferecer informagdes no estudo de reagdes
reversiveis ou semireversiveis, além de produtos formados na superficie do eletrodo.
Diferentemente das técnicas de pulso, o potencial ¢ linearmente varrido em uma direcao e,
posteriormente, varrido na direcdo contraria, como mostrado na programacao da Figura 5(c),
sendo a leitura de corrente simultanea a varredura. Assim, podem ser aplicados um ciclo inteiro,
um ciclo parcial ou uma sucessao de ciclos. Como a resposta da Figura 5(c) mostra, € registrado

tanto o pico de corrente do processo direto, quanto do processo inverso. Como a corrente €
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\

amostrada simultaneamente a aplicacdo do potencial, ela serd composta pela corrente

capacitiva® e pela corrente faradaica. (BRETT e BRETT, 1996).

A corrente advinda do processo oxidativo ¢ chamada de anddica, enquanto a
corrente do processo redutivo ¢ chamada de catddica. Alguns parametros importantes avaliados
em VC sdo: os potenciais de pico anddico e catoddico, e as correntes de pico anddico e catddico,
pois a partir deles podem ser aplicados alguns diagnosticos para definir a reversibilidade de
reacoes. Apesar de ndo ser muito utilizado em anélise quantitativa, a VC ¢ muito util e muito
utilizada nas etapas de fabricacdo de biossensores eletroquimicos, principalmente na etapa de

deposic¢des de camadas poliméricas, processo conhecido como eletropolimerizagao.

1.2 Eletropolimerizac¢ao

As reagdes de oxidagdo/reducao que ocorrem na superficie de um eletrodo podem
levar a deposi¢ao de produtos solidos. Esse processo ¢ conhecido como eletrodeposi¢cdo ou
deposi¢do eletroquimica. E amplamente empregado na eletrocatalise, onde ocorre a deposigo
de filmes/0xidos metalicos, a partir da reducdo de um ion metalico na superficie eletrédica. A
polimerizagdo eletroquimica ou eletropolimerizagdo ¢ um processo similar a deposicao
eletroquimica de filmes metalicos, porém com uso de substancias ndo-metalicas, cujo processo
pode ser atingido tanto pela oxidagdo, quanto pela redugdo de espécies, dependendo do

mondmero precursor (LEITE, 2018).

Um dos processos pioneiros de eletropolimerizagao conhecido e controlado de
materiais organicos sobre a superficie de eletrodos, foi o trabalho de Diaz e Kanazawa, no qual
relataram a polimerizagdo eletroquimica do pirrol (DIAZ e KANAZAWA, 1979). A sintese
eletroquimica ocorreu em uma superficie de platina em um sistema de dois eletrodos, com
solventes aproéticos. Foi obtido um material com condutividade elétrica melhorada e com boa
estabilidade frente ao tratamento eletroquimico. Em seguida, o grupo relatou que essa
condutividade elétrica pode ser alternada entre os estados condutor e isolante, controlando o

estado de oxidag¢ao do material (DIAZ e CASTILLO, 1980).

5> A corrente capacititva é a corrente gerada somente pelo carregamento da dupla camada elétrica do eletrodo
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A partir de entdo, uma série de filmes poliméricos tem sido sintetizados
eletroquimicamente. Os motivos que fazem essa técnica ser amplamente empregada em
diversas areas podem ser resumidos em: controle da espessura do filme formado, onde ¢
possivel a obtengdo de filmes muito finos; alta adesdo a superficie (SAIKRITHIKA et al.,
2020); possibilidade de recobrimentos de diferentes geometrias, como por exemplo, sobre
nanotubos de carbono (DI VONA e KNAUTH, 2020); obtencao de materiais flexiveis; além de

ser um processo rapido, simples e econdmico (CHAI et al., 2019).

Na eletropolimerizagdo ha a oxidagdo/redu¢do de monomeros dissolvidos na
solugdo eletrolitica para a formacdo de um produto polimérico ou um oligbmero, que
geralmente ¢ insoltivel e depositado na superficie do eletrodo. O processo de
eletropolimerizagdo via oxidagao, se inicia com a formag¢ao de um cation radical em potenciais
mais anddicos. O cation radical ataca entdo a funcionalidade® do segundo mondmero, que pode
estar também oxidado ou ndo, dando inicio a polimerizacao e levando a gera¢ao de um dimero.
A nova oxidagdo do dimero, leva ao ataque de uma terceira molécula para a formacao de um
trimero, e assim sucessivamente, levando ao crescimento da cadeia polimérica (EVTUGYN e

HIANIK, 2016).

A interrup¢do do crescimento da cadeia pode se dar de varias maneiras, como ilustra
a Figura 6: combinando dois centros radicais, Figura 6(a); por desproporcionamento, onde um
hidrogénio do carbono cauda ¢ transferido intermolecularmente para o carbono cabeca da ponta
ativada de outra cadeia, Figura 6(b); por transferéncia de cadeia, onde o centro radical abstrai
um hidrogénio de um ponto qualquer de outra cadeia, Figura 6(c); e por transferéncia para o
solvente, onde o proprio solvente transfere atomos para o centro radical, Figura 6(d)

(CANEVAROLO JR, 2002).

Algumas propriedades do filme a ser formado podem ser controladas por alteragdo
de varidveis, como a velocidade de varredura, o intervalo de potencial, a quantidade de ciclos
voltamétricos, eletrolito suporte utilizado e etc, quando se utiliza a voltametria ciclica.
Utilizando velocidades de varredura baixas (na ordem de 25 mV s!) e intervalos de varredura
limitados, filmes poliméricos mais uniformes sdo obtidos, ao passo que um aumento na
quantidade de varreduras tende a levar a formag¢ao de filmes mais espessos (PADILHA et al.,

2017).

6 Funcionalidade é o nimero de pontos reativos por molécula
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Figura 6 — Representacao de término de crescimento de cadeia polimérica por (a) combinacdo de dois
centros radicais; (b) desproporcionamento; (c) transferéncia de cadeia; e (d) transferéncia para o

solvente
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FONTE: elaborada pela autora, 2021.

1.3 Polimeros

Um polimero pode ser conceituado como uma macromolécula que apresenta
milhares de unidades ligadas, que se repetem ao longo da cadeia. Essas unidades de repeti¢ao

sdo denominadas meros ou mondmeros (um unico tipo de mero) (CANEVAROLO JR, 2002).
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Para que uma cadeia polimérica seja formada a partir de moléculas pequenas, ¢ necessario que
essa molécula apresente no minimo dois pontos reativos em sua estrutura, para permitir que ela
se ligue a duas outras moléculas vizinhas. Esses pontos reativos podem ser derivados de grupos

funcionais reativos, como as fungdes acido, alcool, amina, e/ou duplas ligagdes.

As unidades monoméricas estdo unidas intramolecularmente por ligagdes que
podem ser: covalentes, idnicas ou até mesmo metélicas, quando ha a incorporagdo de metais na
estrutura do polimero. Essas ligacdes irdo determinar a estrutura quimica e o tipo de cadeia,
podendo influenciar na rigidez/flexibilidade e estabilidade do material. J4 os segmentos das
cadeias poliméricas podem interagir entre si por forcas de Van der Waals ou ligacdes de
hidrogénio. Essas for¢as intermoleculares sao as determinantes para a maioria das propriedades
fisicas do polimero, como temperatura de fusdo, solubilidade, cristalinidade, permeabilidade,

entre outras (CANEVAROLO JR, 2002).

Uma estrutura polimérica pode variar sua forma, dependendo do tipo de cadeia que
a constitui, como: as cadeias lineares, cuja cadeia polimérica apresenta apenas uma cadeia
principal, Figura 7(a); as cadeias ramificadas, onde da cadeia principal propagam-se outras
cadeias, que podem ser curtas ou longas, Figura 7(b); e as cadeias com ligacao cruzada, na qual
diferentes cadeias ligam entre si por ligagdes intramoleculares, através de segmentos de cadeia,
Figura 7(c).
Figura 7 — Representagdo esquematica de cadeias poliméricas (a) lineares; (b) ramificadas; e (c) com

ligacdo cruzada, onde os pontos de intercruzamento, denotados com um x, sdo constituidos por
ligacdes covalentes intramoleculares
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FONTE: elaborada pela autora, 2021.

As cadeias ramificadas podem, ainda, serem subdivididas em trés classes: aleatoria,

onde as ramificacoes sdo de tamanhos variados e formados com o mesmo monomero da cadeia
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principal, Figura 8(a); estrelada, onde a cadeia polimérica pode ter varios segmentos partindo
de um mesmo ponto central, Figura 8(b); e pente, onde da cadeia principal pendem cadeias com

tamanhos semelhantes e distribuidas homogeneamente, Figura 8(c) (CAROLINO, 2017).

Figura 8 — Representacdo esquematica de cadeias poliméricas ramificadas do tipo (a) aleatoria; (b)
estrelada; e (¢) pente

(a) (b) (c)

FONTE: elaborada pela autora, 2021.

As cadeias principais podem apresentar unidades de repeti¢do diferentes e, neste
caso, passam a ser chamadas de copolimeros, quando formadas por dois meros diferentes, ou

terpolimero, quando a cadeia principal apresenta trés meros diferentes.

1.3.1 Copolimeros

Copolimero ¢ a classe de filmes poliméricos que apresenta mais de um mero
diferente na cadeia. Eles podem ser divididos de acordo com a distribuigdo dos diferentes meros
dentro da cadeia em: aleatério, onde ndo h4d uma sequéncia definida de distribuicdo dos
diferentes meros; alternado, onde os diferentes meros estdo distribuidos alternadamente; em
bloco, onde blocos de um mesmo mondmero se formam, alternando com blocos do outro
mondmero; ¢ enxertado, quando forma-se uma cadeia de cada monomero e elas se ligam uma
sobre a outra (CANEVAROLO JR, 2002). Na Tabela 1 sdo representadas as formas de
distribui¢do de meros em copolimeros, assumindo-se que A ¢ um mondmero € B ¢ um outro

monomero diferente.
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Tabela 1 — Representagdo da distribui¢ao monomérica de copolimeros

Tipo de distribuigao Representagdo
ALEATORIO —A-A-B-A-B-B-B-A-B-A-A-
ALTERNADO —A-B-A-B-A-B-A-B-A-B-A-

EM BLOCO —AAA-BBB-AAA-BBB-AAA-

~A-A-A-A-A-A-A-
ENXERTADO \
B-B-B-B-B-

FONTE: elaborada pela autora, 2021.

Por apresentarem dois meros diferentes na cadeia principal, os copolimeros tendem
a ter dificuldade de empacotamento e, portanto, apresentam baixa ou nenhuma cristalinidade.
Durante a copolimerizagdo de dois mondmeros diferentes, a tendéncia para a geracdo de
copolimeros diferentes ird depender da reatividade de cada um, seja entre mesmos monomeros
ou entre monomeros diferentes (CANEVAROLO JR, 2002). Nesse sentido, durante o
crescimento da cadeia polimérica, € possivel qualquer distribui¢do dos mondmeros, alternado,

aleatorio, em bloco ou enxertado; e, sendo possivel qualquer uma das reagdes abaixo, existira

uma constante de reatividade & ; j associada a cada reac¢do:
A +A Kk, A-A
A"+B k, A-B
B*+A kz, B-A

B*+B kBB B_B*

Assumindo-se que a concentragdo das espécies presentes seja constante, o valor de

k ij ira determinar a velocidade da reagéo, v, pois

A partir dos valores de k ;j é possivel definir a razdo de reatividade 7 como:



38

TA:_ (& T‘B=— eq2

Quando as razdes de reatividade apresentarem um valor pequeno, menor que 1,0,
significa que a constante de reatividade de um mondmero consigo mesmo (kaa € ksg) deve ser

menor que com o outro (kas € ksa). Nesse caso, a reacdo de mondmeros iguais ¢ dificultada, e
o copolimero tende a apresentar uma distribui¢ao alternada. Quando as razdes de reatividade
apresentarem valores altos, maiores que 1,0, a preferéncia sera da reagdo de um monomero com
ele mesmo, gerando copolimeros em bloco. Ja quando as razdes de reatividade apresentarem
valores intermediarios, ndo ha preferéncia definida, gerando copolimeros com distribui¢ao

aleatoria (CANEVAROLO JR, 2002).

A quimica dos copolimeros pode ter sido iniciada por volta de 1930, quando a
borracha sintética foi inventada e desenvolvida partindo-se dos comonomeros butadieno e
estireno (HUANG e TURNER, 2017). Os copolimeros, desde entdo, tem chamado atencao de
pesquisadores por apresentarem propriedades significativamente diferentes daquelas
observadas em seus respectivos homopolimeros (HOLZE 2011), sendo a copolimerizagao um
dos métodos mais viaveis ¢ amplamente utilizados para alterar as propriedades de seus
polimeros de origem (SOYLEMEZ et al., 2013). Para aplicagdo em biossensores, além de
proporcionarem um microambiente biofavordvel para biomoléculas, os polimeros também

devem apresentar a caracteristica de conducao elétrica.

1.3.2 Polimeros condutores

Polimeros condutores pertencem a classe de materiais que combinam as
propriedades tipicas de um polimero com aquelas de materiais eletricamente condutores, porém
essa classe de polimeros ndo apresenta propriedades mecanicas similares aos polimeros
comercialmente disponiveis (AWUZIE, 2017). Segundo Macdiarmid, o termo ‘“polimeros
condutores” se refere a uma mistura fisica de polimeros ndo-condutores com materiais
condutores, como particulas metélicas, p6 de carbono ou dopantes condutores, enquanto o
termo “polimeros intrinsicamente condutores” se refere aqueles polimeros que possuem

propriedades elétricas, magnéticas e Opticas de metais, mantendo suas propriedades
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convencionais de polimeros (MACDIARMID, 2001). Contudo, neste trabalho, o termo
polimeros condutores sera utilizado de forma geral para tratar dos materiais poliméricos que

apresentam condutividade elétrica.

Os polimeros condutores geralmente apresentam ligacdoes duplas e simples
alternadas ao longo de sua cadeia, o que proporciona a deslocalizacdo de elétrons que agem
como carregadores de carga (DAKSHAYINI ez al., 2019). Na Figura 9 sdo representados alguns
dos polimeros condutores mais empregados, que contém duplas ligagdes alternadas. Apesar da
presenca da conjugacao eletronica, esses polimeros apresentam baixa condugdo em sua forma
neutra. Este fendmeno ¢ devido a auséncia de portadores de carga livres, que podem ser
formados na cadeia polimérica por processos de oxidagao ou reducdo, que sdo chamados de

processos de dopagem (SANTOS, 2019).

Figura 9 — Representacdes estruturais de alguns polimeros condutores
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FONTE: elaborada pela autora, 2021.
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O processo de dopagem leva a geracdo de cargas deslocalizadas na cadeia
polimérica, que provocam um tipo de relaxagdo na geometria do polimero, levando a uma
conformagdo energeticamente mais favordvel. A oxidacdo seria um processo analogo a
dopantes tipo-p de semicondutores inorganicos, gerando um polimero carregado positivamente,
enquanto a reducdo, andloga a dopantes tipo-n, gerando um polimero carregado negativamente

(MZENDA, 2006).

Os efeitos dopantes sdo analisados em termos de niveis de energia, como a teoria
de bandas de energia, que explica a condugdo de condutores e semicondutores inorganicos.
Contudo, em polimeros condutores, a condugao ¢ promovida por defeitos na estrutura da cadeia
polimérica. Esses defeitos sdo caracterizados como o surgimento de niveis de energia
intermediarios entre os orbitais ligantes e antiligantes, que promovem a movimentagdo das
cargas (PADILLA, 2011; DEKKER, 1998), chamados de so6litons, polarons e/ou bipolarons
(MZENDA, 2006).

Figura 10 — Representacdes estruturais de (a) polaron; (b) bipolaron; e (c) séliton
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FONTE: elaborada pela autora, 2021.

De forma simplista, a remo¢ao de um unico elétron por meio de dopagem leva a
formac¢do de um polaron positivo, como o ilustrado na Figura 10(a), ao passo que a adigao de
um unico elétron leva a formagdo de um polaron negativo. Com a movimentacdo de apenas
uma unica carga, o nivel inferior do polaron estd meio ocupado e, as espécies possuiriam spin.

A remocao/adicao de um segundo elétron resulta na formacao de um bipolaron, como mostra a
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Figura 10(b), que ¢ uma espécie estavel, apesar da repulsdo eletronica, que ndo apresentaria
spin. Ja um soliton, Figura 10(c), é relacionado com a lacuna de energia reduzida entre duas
regides da cadeia polimérica, que apresenta sentidos de deslocalizagdo opostos (MZENDA,

2006).

Complementando, a promogado de dopagens na cadeia polimérica, como a oxidagao
ou reducdo de polimeros conjugados também pode promover os portadores de carga, o que
provoca um aumento na condutividade observada. Podendo-se, entdo, alterar o nivel de
dopagem, alternando entre os estados isolante, semicondutor ou condutor, para determinados

polimeros, como ¢ o caso da polianilina.

1.3.3 Polianilina

Polianilina (PANI), derivada do mondmero anilina (Figura 11a), tem atraido a
aten¢do de pesquisadores em vdrias areas, por apresentar caracteristicas como: facil preparacao,
boa estabilidade, boa condutividade, atividade optica (HUANG e MACDIARMID, 1993),
reversibilidade redox e custo relativamente baixo.

Figura 11 — Representacao estrutural (a) do mondmero anilina; e (b) da polianilina
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FONTE: elaborada pela autora, 2021.
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Outro ponto de interesse ¢ sua alta reatividade, além da capacidade de sofrer
protonagdo e desprotonacdo. Porém, a PANI (Figura 11b) apresenta pobres propriedades
mecanicas, ¢ insoluvel em solventes comuns e se decompode antes de fundir (CHAUHAN e

MOZAFARI, 2019).

O trabalho pioneiro de Letheby descreve a primeira sintese eletroquimica da PANI
(LETHEBY, 1862), sendo constatado a sintese de um pigmento azul pela oxidacao eletrolitica
de uma solucao de anilina em acido sulfurico, apesar de, a principio, ndo saberem que se tratava
de um polimero. Desde entdo, varios pesquisadores dedicaram seus estudos ao entendimento
do comportamento eletroquimico da PANI, devido a presenca de uma variedade de estados de

oxidacdo e condutividade elétrica controlavel, associadas ao 4&tomo de nitrogénio.

A sintese eletroquimica da PANI geralmente ¢ realizada em meio acido, onde o
acido utilizado e a sua concentragdo, além do método eletroquimico, podem afetar as
propriedades do filme formado na superficie eletrddica. Para manter as caracteristicas
condutoras e eletrocrémicas, o pH do meio reacional deve ser inferior a 2, evitando estruturas
superoxidadas e de menores tamanhos de cadeia, que sdo obtidas em meios mais alcalinos (LU
et al., 2011). Acidos inorganicos, como o cloridrico ou sulfurico levam a uma agregacio da
morfologia, enquanto acidos organicos podem alterar sua propriedade e morfologia (MELLO,
MULATO, 2018). Como também ja estudado, o tamanho do anion &cido influencia na PANI
formada, devido ao processo de eletroneutralizagio de intermediarios formados. Anions
grandes resultam em filmes largos e abertos, enquanto a utilizagao de anions pequenos, resultam

em filmes mais compactos (YAZDANPANAH et al., 2019).

O mecanismo de eletropolimerizacdo da PANI ainda ¢ amplamente estudado. A
fase inicial, em via 4cida, envolve a geracao de um cétion radical pela oxidagdo irreversivel da
anilina, Figura 12(a). Sabendo-se que pode ocorrer diferentes estruturas de ressonancia, a forma
radical na posi¢do para ¢ a mais reativa, por ser estabilizada pelo efeito indutivo e possuir
menor impedimento estérico (LACERDA, 2020). Ao combinar dois cations radicais de anilina,
e simultanea remog¢ao de dois prétons, ha o retorno da aromaticidade e a ocorréncia de um
dimero, Figura 12(b). Esse dimero formado proximo a superficie eletrodica ¢ suscetivel a uma
nova oxidagdo e a reagir com um novo monomero oxidado na superficie do eletrodo, o que leva
a propagacdo da cadeia polimérica, Figura 12(c). No meio reacional, os contra-anions
originados do 4cido eletrolitico estabilizam a carga elétrica dos intermediarios de reacdo,

promovendo a eletroneutralidade do polimero formado (YAZDANPANAH et al., 2019).
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Figura 12 — Mecanismo de eletropolimerizacdo da PANI ocorrendo a formacao de (a) um céation
radical; (b) um dimero; e (¢) um trimero
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FONTE: adaptada de GENIES e TSINTAVIS, 1985, p. 111.

No processo de iniciacdo da cadeia, ou seja, na geracdo de cations radicais e
formacgao de oligdmeros, esses sdo praticamente insoluveis e tendem a se adsorver na superficie
do eletrodo na forma oxidada, para producdo de filmes finos, Figura 13(a). Porém, sabe-se que

os oligdmeros sdo resultados do acoplamento de duas moléculas que pode ter ocorrido via
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posicdo —orto ou —para. Quando da posi¢do —orto, o oligdbmero formado ¢ a fenazina, uma
molécula planar que ¢ propensa a interagir com outras moléculas planares por interagdes n—,
gerando aglomeracdes como precipitados, Figura 13(b). Esses precipitados de oligdmeros
fenazinas existentes no meio reacional podem se dar de forma planar ou nao-planar, essa tltima
resulta na morfologia granular caracteristica da PANI. Esses ntcleos de fenazina sdo formados

apenas durante as primeiras fases de eletropolimerizacdo (YAZDANPANAH et al., 2019).

Figura 13 — Figuras ilustrativas de forma de nucleagao do processo de eletropolimerizacdo da PANI
(a) de forma linear; e (b) na forma de precipitados

(a)

Superficie eletrodica

(b)

Superficie eletrodica

FONTE: adaptada de YAZDANPANAH et al., 2019, p. 112.

O processo de polimerizacao da PANI, promove a ligagcdo dos 4tomos de nitrogénio
de formas diferentes, podendo apresentar estruturas oxidadas e reduzidas, representadas na

Figura 14 com suas formas de conversao.
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Figura 14 — Estruturas de conversdo dos trés estados de oxidacdo da PANI e suas formas dopadas
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FONTE: adaptada de YAZDANPANAH et al., 2019, p. 107.

Quando o polimero encontra-se completamente reduzido (y = 1), ele ¢ chamado de
leucoesmeraldina (LE), apresentando estruturas reduzidas do tipo p-difenilamina (destaque em
vermelho da Figura 14); quando estd semioxidado (y = 0,5) ¢ chamado de esmeraldina (ES) e
apresenta estruturas semioxidadas do tipo p-fenileno-iminoamina (destaque em verde da Figura
14); e quando completamente oxidado (y = 0) ele ¢ chamado de pernigranilina (PG) e apresenta
estruturas oxidadas do tipo p-quinonadiimina (destaque em azul da Figura 14) (SILVA, 2013).
A forma dopada de ES (ou sal de esmeraldina) ¢ a configuragdo de mais alta condutividade da
PANI, podendo ser considerada como um semicondutor na forma ndo-dopada (AHMADI et

al., 2019), como pode ser visto pelos valores de condutividade na Tabela 2.

A PANI também apresenta a caracteristica intrinseca de eletrocromicidade’ em seus
diferentes estados de oxidacao (Tabela 2). Quando dopadas, os estados leucoesmeraldina,
esmeraldina e pernigranilina assumem a coloracao: amarelo-claro, verde e azul-escuro/violeta,

respectivamente. J4 quando ndo-dopados, a leucoesmeraldina ¢ incolor, enquanto esmeraldina

7 Fendmeno em que os materiais apresentam diferentes cores em seus diferentes estados de oxidac3o
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e pernigranilina apresentam coloracdo azul-escuro e marrom escuro, respectivamente (SILVA,

2013).

Tabela 2 — Valores de condutividade e cores das formas de PANI

Tipo Nome Cor Condutividade (S cm™)

Forma reduzida | Leucoesmeraldina Incolor <108
Protoesmeraldina Incolor 107-10°
Esmeraldina Azul <107
Pernigranilina Violeta <107

Forma oxidada | Sal de esmeraldina Verde 102 - 10!

FONTE: YAZDANPANAH et al., 2019; ROSLAN et al., 2020.

O monoémero anilina apresenta apenas um substituinte funcional que, durante o
processo de polimerizagao, se constitui em um heteroatomo dentro da cadeia, ndo possibilitando
a exposicao de grupos funcionais para interacdo com biomoléculas, diferentemente do que pode
ocorrer caso a molécula apresente 2 ou mais substituintes funcionais, no caso de anilinas

substituidas, como aminofendis.

1.3.4 Poli(4-aminofenol)

Poli(4-aminofenol) ou poli-p-aminofenol (P4AP) ¢ um polimero bastante estudado
como protetor de corrosao (RENGAMINI et al., 1994; GUENBOUR et al., 2000), cuja unidade
monomeérica, a molécula de 4-aminofenol, contém 2 grupos funcionais oxidaveis em sua
estrutura: o grupo hidroxila —OH, e o grupo amino —NH>, como mostra a Figura 15. Este
polimero também vem sendo amplamente empregado em sensores e biossensores, devido a
facilidade de preparagdo e fornecimento de grupos funcionais expostos (MELO, 2011;

CAETANO, 2014; WANG, 2017; DE CASTRO, 2018; KARABIBEROGLU, 2019).
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Figura 15 — Representacado estrutural do monomero 4-aminofenol

NH,

OH
FONTE: elaborada pela autora, 2021.

A eletro-oxidagdo do 4-aminofenol é um processo estudado desde 1965, com a
presuncao da formagdo de quinoneimina pela remog¢do de 2 protons e 2 elétrons, seguido da
hidrolise para formagdo da espécie p-benzoquinona, como mostra a Figura 16 (HAWLEY e
ADAMS, 1965). Estudos posteriores constataram que a eletro-oxidac¢ao do 4-aminofenol ¢ um
processo reversivel (HERAS et al., 1984) e que, possivelmente, sdo formados intermediérios
insolaveis que se precipitam na superficie do eletrodo durante a ciclagem reversa. Apesar da
reversibilidade constatada, a formacdo de um filme adsorvido sobre a superficie pode ser
experimentada por estudos com microbalanga de cristal de quartzo, onde seria possivel observar
que a presenca do monomero 4-aminofenol oxidado ¢ o ponto-chave para o crescimento do
filme, ou seja, para reagdo com os produtos hidrolisados anteriormente formados (MENEZES

e MAIA, 2006).

Figura 16 — Representacdo do processo de oxidagdo do 4-aminofenol
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FONTE: adaptada de HERAS et al., 1984, p. 544.
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O mecanismo de polimerizacdo do P4AP nao ¢ claramente estabelecido. Contudo,
segue a mesma premissa de oxidacao inicial do mondémero 4-aminofenol para formagao de um
cation radical. Assim como na anilina, o cation radical permite estruturas de ressonancia, porém
com duas possibilidades de origem: grupo amino e grupo hidroxila, como mostra a Figura 17.
A forma radical no grupo amino, provavelmente ¢ a forma mais estdvel devido a menor

eletronegatividade do nitrogénio, frente ao oxigénio (SILVA, 2015).

Figura 17 — Representacao estrutural da formagao cation-radical do 4-aminofenol pelo grupo amino e
pelo grupo hidroxila e suas estruturas de ressonancia
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FONTE: elaborada pela autora, 2021.

Ambos grupos substituintes sdo caracterizados como grupos ativantes para
substitui¢des eletrofilicas em aromaticos, o que significa dizer que eles direcionam os ataques
de nucledfilos na posi¢ao —orto ou —para. No 4-aminofenol, estando a posicao —para ja ocupada
em ambos sitios, o ataque ao cation radical ocorrera predominantemente na posi¢ao —orto,
levando a formagdo de um dimero, como pode ser visto na Figura 18(a). Thenmozhi e
colaboradores propde que a formagao do dimero, pode ocorrer pelos heteroatomos oxigénio ou
nitrogénio, na forma quinoide, deixando grupos carbonila ou grupos amino expostos
(THENMOZHI et al., 2014). Ja Silva, propde que as unidades de repeticdo contém grupos
aminas benzendides (Figura 18b) e aminas quinoides (Figura 18c) como predominante na

estrutura (SILVA, 2015).
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Figura 18 — Representacdo estrutural do (a) mecanismo proposto para a eletropolimerizacdo da P4AP;
e dos dimeros na forma (b) amina benzenoide; e (¢) imina quinoide
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FONTE: adaptada de THENMOZHI et al., 2014, p. 4, ¢ SILVA, 2015, p. 28.
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A eletropolimerizacdo do P4AP ocorre entre os potenciais de +0,35 ¢ +0,5 V (vs.
eletrodo de calomelano saturado) em meio acido (FRANCO et al., 2008), ja que a oxidacao do
mondmero 4-aminofenol apresenta um pico de reducdo nessa mesma regido de potencial. O

filme eletroativo apresenta picos redox na regido de +0,4 V (VIEIRA et al., 2006).

1.3.5 Poli(anilina-co-4-aminofenol)

Copolimeros dos mondmeros anilina e aminofenol j& sdo estudados no decorrer dos
anos (MU, 2006; LIU, 2006; ZHANG, 2006; KONG, 2012), sendo que o copolimero
poli(anilina-co-4-aminofenol) foi estudado pelo grupo de Gao e colaboradores, visando a
promocao de melhorias nas propriedades da polianilina, como por exemplo, sua condutividade

em pH > 4,0 (CHEN et al., 2008b).

O copolimero foi eletroquimicamente sintetizado sobre eletrodos de platina em
meio de acido sulfurico, em sistema de trés eletrodos, sendo caracterizado eletroquimicamente,

estruturalmente e morfologicamente, como mostra a Figura 19. Foi demonstrado nesse estudo



50

que uma menor concentragdo de 4-aminofenol no meio reacional favorece a formacao do
copolimero, ou seja, em maiores concentragdes de 4-aminofenol, ele tende a polimerizar
consigo mesmo, inibindo a formagao do copolimero (CHEN et al., 2008b). Este mesmo efeito
foi observado quando se restringe a faixa de potencial para intervalos menores (atingindo

apenas o potencial de oxidacao do 4-aminofenol).

Figura 19 — Caracterizacdo do copolimero poli(anilina-p-aminofenol) do grupo de Gao e
colaboradores, sendo: (a) voltamograma ciclico do poli(anilina-p-aminofenol) em H>SO4 0,5 mol L!;
velocidade de varredura: 100 mV s™'; (b) espectro do infravermelho do poli(anilina-p-aminofenol); e

(c) imagem de microscopia eletronica de varredura do poli(anilina-p-aminofenol)
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FONTE: Adaptada de CHEN et al., 2008b, p. 3024-3025, 3027.

Esse mesmo grupo fez um estudo da aplicacdo do copolimero poli(anilina-p-
aminofenol) para detec¢do de perdxido de hidrogénio (CHEN et al., 2009a) e de catecol (CHEN
et al., 2009b), mostrando que a oxidagdo dos analitos ¢ catalisada na presenca do material

copolimérico, devido a melhora na transferéncia eletronica pelos grupos hidroxila.

O copolimero poli(anilina-p-aminofenol) também foi aplicado sobre eletrodos de
grafite na deteccdo de 4cido ascorbico, que também confirmou o comportamento
eletrocatalitico do filme, melhorando a resolucao de pico e sensibilidade da deteccao (PARSA
e TAJIK, 2017). Por apresentar bons resultados em sensores quimicos, o copolimero
poli(anilina-co-4-aminofenol) aparece como uma boa proposta para aplicagao em biossensores.
Uma vez que a anilina ja ¢ amplamente empregada, essa derivacdo pode proporcionar grupos
funcionais expostos, promovendo um microambiente biocompativel para imobiliza¢do de

biomoléculas especificas no diagndstico ou monitoramento clinico de doencgas ou disttrbios.



51

1.4 Hipertireoidismo

Hipertireoidismo ¢ um dos distirbios das fungdes da glandula tireoide, cuja
incidéncia afeta principalmente as mulheres (FRANKLYN, 1994). Um estudo de
acompanhamento mostrou uma incidéncia continua de 80 casos de hipertireoidismo a cada
100.000 mulheres por ano, durante um periodo de 20 anos (TAYLOR et al., 2018). Ja a
prevaléncia geral de hipertireoidismo ocorre em aproximadamente 1% da populagdo mundial,

sendo o disttrbio subclinico atingindo de 0,3 a 1% (STRIEBEL, 2013).

O desencadeamento do hipertireoidismo ¢ devido a elevag¢do dos niveis hormonais
tireoidianos, que pode ser causado pelo: surgimento de nédulos produtores autonomos de
hormdnio; mal funcionamento da glandula tireoide que faz a secre¢do excessiva de hormonios;
presenca de anticorpos estimulantes; ou ainda pelo hiperfuncionamento da glandula induzida
por iodo (REID e WHEELER, 2005). Os sintomas clinicos mais comuns em pacientes em
estados hipertireoidicos s3o: perda de peso, taquicardia, aumento na frequéncia de evacuagdes,
ansiedade, etc (RIVAS et al., 2021). Esses multiplos sintomas podem variar com a idade do
paciente, presenca de outras doengas, magnitude do excesso hormonal (REID ¢ WHEELER,

2005) e, por isso, o diagndstico confiavel € imprescindivel para tratamento correto.

Quando as queixas subclinicas indicam o estado hipertireoidico, exames
laboratoriais sdo solicitados para efetivar o diagnostico. Para detectar o hipertireoidismo, o
protocolo de exames deve ser seguido, conforme detalha a Figura 20. Inicialmente faz-se a
dosagem dos hormonios estimulante da tireoide (TSH, do inglés Thyroid Stimulating Hormone)
e da Tiroxina (T4), que € o principal hormoénio da tireoide. Se inconclusivos, € solicitado a
dosagem da 3,5,3'-triiodotironina (T3) que ¢ o hormonio ativo da glandula tireoide, e age em

todas as células do organismo (HALL e GUYTON, 2011).

A maior parte dos hormdnios T3 e T4 circulam pela corrente sanguinea ligados a
proteinas transportadoras, dentre as quais podem ser citadas a globulina ligadora de tiroxina
(TBG, do inglés Thyroxine-Binding Globulin), a transtirretina e a albumina (AZEVEDO et al.,
2006). Uma vez que a concentracdo total destes hormdnios ¢ afetada diretamente pela
quantidade de proteinas transportadoras, a dosagem da fracdo livre destes hormonios ¢ mais

eficaz para demonstrar o estado metabolico real de pacientes (GOUVEIA et al., 2016).
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Figura 20 — Esquema ilustrativo para diagndstico do hipertireoidismo
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FONTE: elaborada pela autora, 2021.

Os tipos de dosagens de T3(Livre) e T4(Livre) podem ser classificados em dois
métodos principais: os diretos e os de estimativa (GOUVEIA et al., 2016). Nos métodos diretos
ha a fase inicial de separagdo fisica da fracdo de hormonios livres da fragdo dos hormonios
ligados. Essa separacdo fisica pode ser obtida por ultrafiltracdo, ultrafiltragdo em gel ou didlise
de equilibrio. Posteriormente, a quantificacdo ¢ realizada por imunoensaio ultrassensivel
(PIMENTEL e HANSEN, 2005). Os métodos diretos ndo sao automatizados, sdo tecnicamente
exigentes, morosos ¢ dispendiosos. Seus resultados podem sofrer influéncias do pH e

temperatura da andlise, diluicdo da amostra, presenca de inibidores da ligagcdo as proteinas
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transportadoras e por adsor¢cdo dos hormoénios aos meios solidos empregados na técnica

(MOROVAT, 2013).

Ja os métodos de estimativa, a quantificagdo ¢ realizada pelo indice dos hormodnios
T3 e T4 livres, com a utilizagdo de imunoensaios, cuja metodologia ¢ utilizada pela maioria dos
laboratérios clinicos (GOUVEIA et al., 2016). Os métodos de estimativa sdo automatizados e
realizados sob condi¢des que minimizam a dilui¢do da amostra, garantindo o equilibrio da razao
fracao livre/ligada dos hormonios. Contudo, os resultados podem ter influéncia da presenca de
autoanticorpos especificos dos hormodnios, assim como das concentragdes das proteinas

transportadoras, como nos métodos diretos (STOCKIGT, 2001; DUFOUR, 2007).

Em ambos métodos classificados acima, os imunoensaios sdo utilizados para
quantificagdo dos hormonios. Eles baseiam-se na interagdo entre anticorpos e antigenos, cuja
interacao fornecera um sinal util para analise. Esse sinal ¢ proveniente de marcadores que sdo
ligados ou no anticorpo ou em antigenos sintéticos adicionados ao meio. Os marcadores mais
utilizados no diagndéstico de T3(Livre) sdo os marcadores radioativos, quimioluminescentes e

os enzimaticos (SPENCER, 2013).

Com o diagnostico conclusivo, o tratamento para hipertireoidismo € realizado com
medicacao, terapia com iodo radioativo ou cirurgia, visando minimizar os niveis hormonais e a
corre¢dao do funcionamento glandular. Todavia, o diagndstico laboratorial comercial ¢ muito
suscetivel a interferéncias, principalmente de medicamentos, portanto o avango em novas

metodologias de detec¢do ¢ fundamental.
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2. OBJETIVO GERAL

O objetivo deste trabalho foi desenvolver um novo material polimérico para
aplicacdo em biossensores, a partir da eletropolimerizagao da poli(anilina-co-4-aminofenol)

sobre eletrodos de grafite.

2.1 Objetivos Especificos

a) Eletrossintetizar e caracterizar o copolimero poli(anilina-co-4-aminofenol) sobre
eletrodos de grafite;

b) Estudar as melhores condigdes de eletrossintese do copolimero poli(anilina-co-4-
aminofenol) para aplicagdo em biossensor;

c¢) Construir um imunossensor para T3 sobre a superficie do eletrodo de grafite
modificado com o filme copolimérico poli(anilina-co-4-aminofenol);

d) Caracterizar eletroquimicamente e morfologicamente a superficie do imunossensor
construido;

e) Avaliar a performance analitica do imunossensor proposto.
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3. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

3.1 Reagentes e solucdes

Os seguintes reagentes foram utilizados sem purificagao prévia: anilina, acido
sulfurico, anticorpo anti-3,5,3'-triiodotironina, N-etil-N’-(3-(dimetilamino)propil)-
carbodiimida (EDC), N-hidroxisuccinimida (NHS) e glicina, obtidos da Sigma Aldrich Chem.
(St. Louis, MO, USA, grau P.A.). Ferrocianeto de potassio foi obtido da Fluka Analytical (grau
P.A.). Mondmero 4-aminofenol e ferricianeto de potdssio foram obtidos da Acros Organics
(grau P.A.). Tampao fosfato salino foi preparado usando uma mistura das solugdes de fosfato
monohidrogeno de sédio (0,1 mol L), fosfato diidrogeno de sédio (0,1 mol L™!) e cloreto de

potassio (0,1 mol L™!) obtidos da Neon (grau P.A.).

As solugdes foram preparadas medindo-se a quantidade adequada em balanga
analitica modelo Shimadzu AUW220D ou pipetando-se os volumes com (micro)pipetas
volumétricas e transferindo-os para baldes volumétricos de volume adequado ou microtubos
plasticos. O volume final foi obtido pela adi¢do de 4gua deionizada (condutancia 0,05 uS) em
sistema Master (Gehaka, Brazil). A solugdo tampao foi preparada pela autoclavagem da dgua

deionizada em Autoclave modelo Vitali 21L e adi¢cao dos reagentes.

Todas as solugdes usadas no sistema eletroquimico, foram preparadas no momento
de utilizagdo e purgadas com nitrogénio ultrapuro por 30 minutos antes do seu uso, para
remocao do oxigénio dissolvido. As solugdes de biomoléculas foram mantidas sob refrigeragao

em temperatura abaixo de 0 °C.

3.2 Instrumentacgao

Todas as medidas eletroquimicas foram realizadas em uma célula de trés eletrodos
com capacidade de 25 mL, Figura 21(a). Os eletrodos consistiram de: uma placa de platina (2

cm?) como contra-eletrodo, um eletrodo de Ag/AgCl/Cl~ (KCI 3 mol L") como eletrodo de



56

referéncia e um eletrodo de disco de grafite como eletrodo de trabalho. Todos esses eletrodos
foram produzidos no laboratorio, como detalhado em seguida. O contra-eletrodo foi construido
no interior de um microtubo de 1 mL, onde um fio elétrico de cobre fez o contato da placa de
platina com o conector da fonte de potencial, (Figura 21b). Antes da sua utilizacdo, a placa de

platina era aquecida ao rubro para remog¢ao de material organico.

Figura 21 — Imagens ilustrativas de (a) uma célula eletroquimica de trés eletrodos; dos eletrodos (b)
auxiliar de platina; (c) de referéncia de Ag/AgCl/Cl™ (KCI 3 mol L™); (d) de trabalho de discos de
grafite; (e) rosqueados em base condutora

(d)

FONTE: elaborada pela autora, 2021.

O eletrodo de referéncia também foi construido no interior de um microtubo de 1
mL, que continha uma membrana semipermeavel de bateria em sua ponta, e que foi preenchido
com uma solucio de KCI (3 mol L™!); nessa solugdo foi imersa uma placa de prata (50 mm?)

revestida com AgClI(s), exceto no contato com a fonte de potencial (Figura 21c). O AgCl foi
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eletrodepositado sobre a placa de prata utilizando a técnica de cronoamperometria em uma
célula eletrolitica contendo HC1 0,1 mol L™!, aplicando-se um potencial de +0,7 V por 180

segundos (OLIVEIRA et al., 2019).

O eletrodo de trabalho ¢ composto por discos de grafite de 6 mm de didmetro e
espessura de cerca de 4 mm, previamente cortados de uma barra de grafite (Alfa Aesar,
99,9999%). Os discos de grafite foram colados sobre pecas de latdo rosqueaveis no interior de
um revestimento de teflon, utilizando para tanto uma cola de prata, também produzida no
laboratorio. O tempo de cura da cola foi de 24 horas e, apds esse tempo, 0s espagos em torno
dos discos de grafite foram preenchidos com cola adesiva epoxi, para garantir o isolamento
elétrico (Figura 21d). Por fim esses eletrodos foram rosqueados em uma base condutora de latao

(Figura 21e), para contato com a fonte de potencial.

As medidas eletroquimicas foram realizadas em um potenciostato (CHIstruments
modelo 760C), utilizando o software CHI para as técnicas de voltametria ciclica e voltametria
de pulso diferencial; e um potenciostato/galvanostato Autolab modelo PGSTAT302N e mddulo
FRA, Eco Chemie, Utecht, utilizando o sofiware NOVA, para as medidas de espectroscopia de

impedancia eletroquimica.

Espectros de infravermelho foram obtidos com um espectrofotometro FT-IR
Frontier Single Range — MIR (Perkin Elmer, USA) com acessorio de reflectancia total atenuada
(ATR do inglés Attenuated Total Reflectance), utilizando cristal de diamante do Laboratorio de
Fotoquimica e Ciéncia dos Materiais (LAFOT-CM). Foram obtidos espectros na regido de 2000
a400 cm .

Imagens de morfologia da superficie dos eletrodos foram obtidas pela técnica de
Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) a partir de um microscopio eletronico de varredura
modelo Vega3 LMU (TESCAN, Czech Republic), operado a 5,00 kV, do Laboratério de
Multiusuarios do Instituto de Quimica da Universidade Federal de Uberlandia (IQ-UFU), onde
ampliacoes de até 30.000 vezes foram capturadas. A metalizacdo das amostras foi efetuada por
um revestidor de pulverizagdo Quorum 150 R, constituindo um recobrimento de 5 nm com uma

corrente de 20 mA.

Imagens de morfologia da superficie dos eletrodos também foram efetuadas
utilizando a técnica de microscopia de forca atomica (AFM, do inglés Atomic Force

Microscope), a partir de um microscéopio de forga atdbmica modelo AFMS5100N (Hitachi, Japao).
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O microscopio foi operado no modo de contato intermitente, gravadas simultaneamente em
temperatura ambiente, utilizando um cantilever comercial de silicone, com constante molar de
1,0 N/m e frequéncia de 0,38 Hz. Dados como altura média (Rz), rugosidade média (Ra) e
rugosidade média quadratica (Rq), foram calculados usando o software SMP Offline —
HeightTrace.

3.3 Selecio dos eletrodos de grafite

Os eletrodos de grafite foram inicialmente polidos em lixas d’agua 400 ¢ 2000, de
forma manual, e posteriormente polidos em feltro com suspensdo de alumina 0,3 pm. Em
seguida, os eletrodos passaram por um banho ultrassénico com agua deionizada pelo periodo
de 1 minuto, sendo repetido esse procedimento por mais 2 vezes. Por fim, os eletrodos foram
secos sob fluxo de nitrogénio ultrapuro, ¢ rosqueados em uma base condutora de latdo para

tratamento eletroquimico.

Os eletrodos foram condicionados com varreduras ciclicas de potencial, na faixa de
potencial de —0,1 V até +1,2 V em solucdo de H2SO4 0,1 mol L™!, que foi escolhido como
eletrolito suporte. Foram submetidos ciclos de potencial em diferentes velocidades de
varredura, visando obter um polimento eletroquimico. Para tanto, foi aplicado em média: 20
ciclos de varredura a 500 mV s7'; 20 ciclos de varredura a 300 mV s™'; 10 ciclos de varredura
a 100 mV s7!; e 5 ciclos de varredura a 50 mV s, A ultima velocidade de varredura (50 mV s~
1) foi aplicada ao eletrodo de grafite até a estabilizacio da corrente ndo-faradaica. Apds o
condicionamento eletroquimico, os eletrodos foram lavados com 4gua deionizada e secos em

fluxo de nitrogénio.

J& ¢ estabelecido no grupo que os valores de corrente entre diferentes eletrodos
devem estar proximos de 25 pA para serem considerados aptos para o trabalho eletroquimico.
Sendo assim, esse foi o parametro base para selecdo dos eletrodos para as proximas etapas de
preparagdo. Eletrodos com grande variacdo nos valores de corrente ndo-faradaica, ou com a

presenca de picos Oxi-redutivos, foram descartados.
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3.4 Armazenamento dos monomeros

O monomero anilina foi destilado em um sistema de destilagdo fracionada a vacuo
antes de ser utilizado. Toda a vidraria utilizada para destilagao foi previamente limpa e seca.
Apos a destilagdo, o mondmero anilina foi estocado em microtubos de ensaio, contendo

atmosfera de nitrogénio e mantido em refrigerador para evitar sua oxidagao.

O mondmero 4-aminofenol foi estocado em recipiente fechado na auséncia de luz.

3.5 Eletropolimerizaciao dos polimeros polianilina e poli(4-aminofenol)

Os eletrodos de grafite eletroquimicamente condicionados, foram submetidos a
eletropolimerizagdo do polimero PANI ou P4AP. Para tanto, foi utilizada a técnica de
voltametria ciclica, com 10 ciclos de potencial, na faixa de potencial de —0,1 V a+1,2 V quando
o mondmero era a anilina, ¢ 0,0 V a +0,8 V quando o mondmero era o 4-aminofenol. As
solugdes utilizadas de cada mondmero estavam na concentragio de 1 mmol L™ em solugio de
H>S04 (0,1 mol L™!) e a velocidade de varredura foi de 50 mV s™!. Todos os processos de
eletropolimerizagdo foram realizados em triplicata, onde apenas o perfil voltamétrico que

melhor representa o perfil médio de resposta € mostrado neste trabalho.

3.6 Eletropolimerizaciao do copolimero poli(anilina-co-4-aminofenol)

Os eletrodos de grafite eletroquimicamente condicionados, foram submetidos a
eletropolimerizagdo do copolimero poli(anilina-co-4-aminofenol), que, neste trabalho, foi
nomeado como 4-PANAP. A solugdo comonomérica em H2SO4 (0,1 mol L) foi feita a partir
da mistura das 2 solugdes monoméricas de anilina e 4-aminofenol, com concentragao de cada

solugdo comonomérica em 1,0 mmol L™!. A técnica empregada para a eletropolimerizagio foi
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a voltametria ciclica, com aplicacao de 10 ciclos de potencial e velocidade de varredura de 50

mV s

A fim de obter os melhores pardmetros para eletropolimerizagdo do 4-PANAP,

algumas varidveis foram estudadas, como:

a) Propor¢ao molar entre os comondmeros:

- As propor¢des molares entre os mondomeros 4-aminofenol (4-AP) e anilina (ANI)
estudadas na eletropolimerizagdo do 4-PANAP foram de: 1:1 e 5:1 para 4-AP:ANI,

respectivamente.

b) Faixa de potencial utilizagdo para eletropolimerizacao:

- As faixas de potencial de —0,1 Va+1,2 Ve de 0,0 V a +0,8 V foram aplicadas
para estudo da eletropolimerizagdo do 4-PANAP.

¢) Velocidade de varredura aplicada:

- A velocidade de varredura de 50 mV s ! e de 100 mV s! foram estudadas para a

eletropolimerizacao do 4-PANAP.

Ap0s o processo de eletropolimerizagado, os eletrodos modificados foram lavados
em agua deionizada e submetidos a varreduras de potencial, na mesma faixa que foram
eletropolimerizados, em solug¢io de H>SO4 (0,1 mol L") na auséncia de mondmeros. O intuito
de se realizar tal ciclagem ¢ a remo¢do de mondmeros remanescentes na superficie e

estabilizacao da corrente.

Para obten¢do do melhor resultado, o critério de selecdo foi a melhor resposta
eletroquimica na deteccdo da biomolécula T3. Todos os processos de eletropolimerizagao
foram realizados em triplicata, onde apenas o resultado que melhor representa a média €

mostrado neste trabalho.
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3.7 Caracterizacao eletroquimica do copolimero 4-PANAP

Ap0s a eletropolimerizagdo dos filmes PANI, P4AP e 4-PANAP sobre os eletrodos
de grafite, os eletrodos foram caracterizados eletroquimicamente em solucao de H>SO4 (0,1 mol
L), onde foram efetuados 5 ciclos de potencial, na faixa de potencial inicialmente aplicada em
cada eletrodo, até a estabilizag¢do da corrente. A partir dessa varredura, foi possivel a avaliagao
do perfil eletroativo do copolimero eletrossintetizado, € comparagao com seus polimeros de

origem.

Para avaliar o comportamento eletroquimico do filme 4-PANAP frente a
transferéncia eletronica, os eletrodos modificados foram submetidos a voltametria ciclica em
solugdo de KC1 0,1 mol L' contendo K4Fe(CN)s/K3Fe(CN)s 5 mmol L™ apds o processo de
eletropolimerizagdo. Para tanto, 5 ciclos de potencial na faixa de —0,1 V a +0,5 V foram
aplicados, com velocidade de varredura de 50 mV s™'. Apenas o tltimo ciclo foi utilizado para

o estudo, onde foi possivel calcular a carga envolvida, pela equacao

Q=it eq. 3

onde Q ¢ a carga (C), 1 € a corrente (A), cujo valor corresponde ao valor de corrente
de pico (Ip) obtido, e t € o tempo (s), obtido ao dividir o valor do potencial de pico (Ep) pela
velocidade de varredura. Esses resultados foram utilizados para comparagdo com os resultados

obtidos ao fazer o mesmo procedimento com os eletrodos modificados com PANI e P4AP.

Apods a defini¢do de todos os parametros da eletropolimerizagdo do filme 4-
PANAP, a analise do perfil voltamétrico em H2SO4 (0,1 mol L™") do eletrodo modificado com
4-PANAP, passou a ser o critério de selecdo dos eletrodos a serem utilizados nas etapas
posteriores, onde eletrodos que apresentaram picos de reducdo/oxidagdo fora dos Ep padrao
estabelecidos, ou até mesmo aqueles que apresentaram um perfil eletroquimico diferente do

perfil definido como padrao, foram descartados.
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3.8 Caracterizacao morfologica e estrutural do copolimero 4-PANAP

Os eletrodos modificados com 4-PANAP foram analisados estruturalmente por
espectros de infravermelho e morfologicamente por imagens de AFM e MEV. Os equipamentos
e parametros utilizados sdo aqueles descritos no item 3.2. Apos a eletrossintese, os eletrodos
modificados foram secos sob fluxo de géas nitrogénio ultrapuro e colocados em dessecador a
vacuo, em temperatura ambiente, por 24 horas antes da analise. Durante o deslocamento, os
eletrodos foram mantidos em atmosfera de nitrogénio ultrapuro em sistemas fechados. As

imagens obtidas foram analisadas e comparadas com seus polimeros de origem.

3.9 Construcio de um biossensor para obtenciao da melhor resposta do filme 4-PANAP

Todo o trabalho de otimizacado das condi¢des de eletrossintese do filme 4-PANAP,
descrito no item 3.3.4 foi avaliado frente as respostas obtidas na detec¢do do alvo T3. Assim,
foi necessario a constru¢do de um biossensor para avaliagdo de pardmetros do copolimero. A
escolha das biomoléculas Anti-T3 e T3 se baseou em estudos anteriores do grupo (SEGATTO,
2017; SILVA, 2017), que possibilitariam a analise comparativa da performance do material

copolimérico, como uma ferramenta de imobilizacao das biomoléculas.

Para constru¢do do imunossensor eletroquimico foi seguido o seguinte protocolo:
uma mistura equimolar das solu¢des de EDC e NHS 5 mmol L™! foi gotejada sobre a superficie
dos eletrodos modificados com 4-PANAP e deixados em reacdo por 10 minutos. A utilizacao
de EDC-NHS tem como objetivo a ativacao da superficie copolimérica (SAM et al., 2010).
Essa ativacdo permite a imobilizacdo do anticorpo anti-T3 de forma mais orientada,
minimizando adsorc¢des aleatorias, com enterramento de sitios ligantes ou aglomeragdes das
moléculas do anticorpo. Em seguida, os eletrodos foram lavados com dgua deionizada e secos

sob fluxo de nitrogénio.

Foram gotejados 10 puL da solugdo de anti-T3 na superficie ativada e deixados por
30 minutos para imobiliza¢ao da sonda, para depois realizar o enxague com solugdo de tampao

fosfato 0,1 mol L™!, pH 7.4. Uma solug¢do de etanolamina 0,1 mol L™! foi gotejada sobre essa
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superficie e mantida por 5 minutos, para desativacao dos grupos EDC-NHS que nao se ligaram
a0 anticorpo. Por fim, foi usada uma solucio de glicina 50 mmol L™! para efetuar o bloqueio da
superficie, com o objetivo de minimizar a ocorréncia de reacdes nao-especificas ou nao
desejaveis, a qual ficou em contato por 60 minutos, seguido de enxague com tampao fosfato
0,1 mol L™!, pH 7,4. Foi utilizado para toda a biofuncionalizagio, o gotejamento de 10 pL de
cada solucdo. Um esquema representativo da constru¢do do imunossensor proposto para T3

pode ser observado na Figura 22.

Figura 22 — (a) Ilustracdo representativa da elaboragcdo do imunossensor Anti-T3; e (b) Imunossensor
apos interacdo com alvo T3

Y Y XY

6° - Bloqueio com Glicina

4° - Imobilizacao da sonda Anti-T3
3° - Ativacaocom EDC-NHS
2° - Copolimero 4-PANAP

° . Superficie de eletrodos de grafite

Y Y"YY

N N 0

Interagao com alvo T3

FONTE: elaborada pela autora, 2021.
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O alvo T3 utilizado foi proveniente de amostras de soro, obtidas pelo Laboratorio
Sabin em Uberlandia/MG e quantificada pelo método comercial de eletroquimioluminescéncia.
Para contato com a plataforma biossensor, o soro sem mais tratamentos foi gotejado na
superficie e deixado reagir por 30 minutos. Em seguida foi feito o enxague em solugdo de

tampdo fosfato 0,1 mol L™}, pH 7,4, e esses eletrodos foram considerados aptos para deteccio.

3.10 Avaliacio eletroquimica do copolimero 4-PANAP frente ao biossensor

Todas as detec¢does foram realizadas utilizando a técnica de voltametria de pulso
diferencial, na faixa de potencial de —0,1 V a +0,5 V, em solucio eletrélito de KC10,1 mol L™!
contendo K4Fe(CN)s 5 mmol L', com 50 mV de amplitude e velocidade de varredura de 20
mV s!. Assim, o sinal de deteccdo observado para toda a analise de resposta foi o pico de

oxidacdo de ferrocianeto de potassio para ferricianeto de potéssio.

Para cada parametro estudado na eletrossintese do copolimero 4-PANAP, foram
construidos eletrodos em trés grupos: o primeiro grupo continha os eletrodos modificados
apenas com o copolimero 4-PANAP; o segundo grupo continha a plataforma biossensor dos
eletrodos modificados com 4-PANAP até a etapa de bloqueio com a glicina; e o terceiro grupo
consistia da plataforma biossensor completa, ou seja, dos eletrodos modificados com 4-
PANAP, construida a biofuncionalizagdo até o bloqueio com glicina e feita a interagdo com o

Alvo-T3.

Para esses trés grupos, a deteccdo foi realizada como mencionado acima. A
diferenca dos sinais obtidos de corrente de pico entre os grupos, foi o critério usado para analise
das melhores condig¢des de eletropolimerizagao do 4-PANAP. Em detalhe, a diferenca do valor
de corrente de pico entre o grupo contendo so6 o filme copolimérico e o filme com a biomolécula
sonda foi calculada, e essa diferenca foi atribuida ao sinal de sonda; a diferenca do valor de
corrente de pico entre o grupo com a sonda e apds a interagdo com alvo também foi calculada,
e essa diferenca foi atribuida ao sinal de alvo. Esses valores calculados de sonda e alvo foram
usados como comparagdo quando se alterava os parametros da eletropolimerizacdo. Para

comparagao, a plataforma biossensora também foi construida nas superficies de PANI e P4AP.
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A fim de complementar os resultados obtidos pela técnica voltamétrica, a técnica
de espectroscopia de impedancia eletroquimica foi empregada nas mesmas superficies. As
medidas de impedancia foram realizadas com solugdo de KCI (0,1 mol L"), contendo o par
redox K4Fe(CN)e/KsFe(CN)s (1 mmol L), variando-se a faixa de frequéncias de 10.000 a 0,01
Hz, com amplitude de 10 mV.

3.11 Construcio da curva analitica

Para construgdo da curva analitica do alvo T3, foi definido a faixa de trabalho (FT)
conforme eq. 4, tendo como referéncia a concentracdo de T3(Livre) presente no sangue

considerada como normal, sendo de 2,00 a 4,40 pg mL ! (SABIN, 2019).
0,1 x LRy, < FT < 2,0 x LR 44 eq. 4

onde LR sdo os limites de referéncia minimo € maximo.

Mediante célculo, foi estabelecido que a faixa de trabalho para a construgao da
curva analitica seria de 0,2 pg mL ! a 8,8 pg mL ! da concentragdo de T3 nas amostras de soro.
Para obtencdo de 06 pontos, a faixa de trabalho foi dividida para obtengdo de pontos
equidistantes, o que resultou nos seguintes pontos de concentra¢io: 0,2 pg mL™'; 1,92 pg mL~
1:3,64 pgmL'; 5,36 pgmL™!; 7,08 pg mL™!; e 8,8 pg mL!. Para preparo das amostras de soro
nessas concentragdes, a amostra de soro utilizada foi comercialmente quantificada pelo método
de eletroquimioluminescéncia e a partir do resultado obtido, as dilui¢cdes para concentragdes
menores foram realizadas com adi¢do de soluco tampio fosfato 0,1 mol L™!, pH 7,4; enquanto
a obtengdo de concentragdes maiores foi alcancada adicionando quantidades calculadas de T3

sintético.

A elaboracao da curva analitica foi feita sob as mesmas condi¢cdes € mesmos
parametros utilizados para constru¢ao do biossensor. Para tanto, foram preparadas varias
superficies eletrodicas contendo o copolimero 4-PANAP com os parametros otimizados € a
sonda Anti-T3 imobilizada, juntamente com as moléculas de bloqueio, conforme procedimento
descrito anteriormente. As superficies imunossensoras ja preparadas foram divididas em 06

grupos distintos de andlises, onde cada grupo foi submetido a deteccdo de uma concentragao
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definida, ou seja um ponto da curva. Todas as medidas de detec¢do foram realizadas via
monitoramento do valor de Ipa do processo oxidativo do Fe?" proveniente de K4Fe(CN)g (5
mmol L™!) em meio de solugio de KC1(0,1 mol L") utilizando a técnica de VPD com amplitude

de 50 mV, na faixa de potencial de 0,0 a +0,5 V e velocidade de varredura de 20 mV s

3.12 Estudo de estabilidade

O estudo de estabilidade foi realizado a fim de verificar a manutengdo do sinal
eletroquimico do imunossensor proposto, ao fazer o armazenamento para posterior utilizacao,
ou seja, da plataforma construida até a imobilizacdo do bloqueio glicina. Para tanto, foram
preparadas varias superficies eletrodicas contendo o copolimero 4-PANAP com os parametros
otimizados e a sonda Anti-T3 imobilizada, juntamente com as moléculas de bloqueio, conforme

procedimento descrito anteriormente.

As superficies imunossensoras ja preparadas foram divididas em 05 grupos
distintos de andlises, que foram submetidos a detec¢do em intervalos de 10 dias.
Detalhadamente o grupo 0 foi submetido a detec¢ao no dia 0, o grupo 1 submetido a deteccao
no dia 10, o grupo 2 submetido a detecc¢do no dia 20 e, assim sucessivamente até o dia 60. As
medidas de deteccdo foram realizadas em solugdo eletrolito de KC1 0,1 mol L' contendo
K4Fe(CN)s 5 mmol L', Os eletrodos foram mantidos em temperatura em torno de 4° C, em

sistemas fechados durante todo o periodo de estocagem.
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Selecao dos eletrodos de grafite

A selecdo inicial dos eletrodos de grafite foi realizada a partir da analise de

voltamogramas obtidos em eletrélito suporte (H2SO4 0,5 mol L), como mostra a Figura 23.

Figura 23 — Voltamogramas ciclicos dos EG em solugido do H»SO4 0,1 mol L™! para (a)
condicionamento eletroquimico em diferentes velocidades de varredura; (b) Gltimo ciclo em 50 mV s

(a) 150

1 0,5\Vs"
100 4

= 50mi s

02 00 02 04 06 08
E/V vs. Ag/AgCI/CI (KCI 3 mol L)
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FONTE: elaborada pela autora, 2021.
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Como a velocidade de varredura foi variada, esse processo foi denominado de
polimento eletroquimico realizado nos eletrodos de grafite, Figura 23(a), para obtengdo de um
perfil eletroquimico definido como padrao pelo grupo de pesquisa para os eletrodos de grafite,

Figura 23(b).

A varredura ciclica em solugdo do eletrolito suporte visa a remogao de impurezas
nesta janela de potencial, que possam estar adsorvidas na superficie do eletrodo apds o processo
de polimento. A aplicacao das diferentes velocidades de varredura visa a melhor estabilizagao
da corrente capacitiva do eletrodo, e ¢ justificado pelas melhores respostas obtidas nas etapas
posteriores. O perfil padrdo dos eletrodos de grafite apresentou corrente predominantemente

capacitiva, cujas magnitudes de valor estavam dentro da faixa de 12 a 30 pA.

4.2 Analise do perfil caracteristico de PANI e P4AP

No sentido de conhecer o perfil dos filmes poliméricos de origem do 4-PANAP, foi
feito um estudo do processo de eletropolimerizagdo da PANI e P4AP, bem como sua
caracterizacao estrutural. Esses filmes foram eletrossintetizados nas mesmas condi¢des que 4-
PANAP foi. Os voltamogramas apresentados na Figura 24 mostram apenas o primeiro ciclo de

eletropolimerizagdo da anilina e do 4-aminofenol, em eletrodos separados.

Ao observar as magnitudes de corrente de pico anddica (Ipa) do processo de
oxidacdo de cada monomero na Figura 24, ao tragar a linha de base do pico, ambos monomeros
apresentam a mesma intensidade de oxidacao, em torno de 129,3 pA. J& ao observar o valor de
potencial de pico, ¢ observado que o 4-aminofenol tem maior facilidade frente a oxidacao, visto
que seu potencial de oxidacdo ocorre em valores menores (+0,5 V) do que a anilina (+0,95 V).
Esse fato ¢ condizente com a presenca de um segundo grupo funcional no 4-aminofenol, que
proporciona maior quantidade de estruturas de ressonancia, propiciando maior estabilidade ao

cation radical formado.
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Figura 24 — Primeiros ciclos obtidos por VC na eletropolimerizagdo da PANI 1,0 mmol L' e P4AP
1,0 mmol L' em meio de H>SO;4 0,1 mol L! na superficie de EG
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FONTE: elaborada pela autora, 2021.

Os voltamogramas completos dos processos de eletropolimerizagdo de PANI e
P4AP sdo aqueles mostrados na Figura 25. A formagdao da PANI mostrada na Figura 25(a),
seguiu o perfil classico observado na literatura (IRAM et al., 2012), com a presenga de 3 pares
redox, nas seguintes faixas de potencial: o par +0,06/0,25 V, atribuido a transformagdo do
estado reduzido leucoesmeraldina (LE) ao estado parcialmente oxidado (esmeraldina — ES); o
par redox +0,40/0,60 V, atribuido a oxida¢ao do estado intermediério; € o par em +0,70/0,80 V
referente a transicao para o estado pernigranilina (PG) completamente oxidado (IRAM et al.,

2012).

J& o processo de eletropolimerizacdo da PAAP mostrado na Figura 25(b), mostra o
pico catoddico do processo oxidativo do mondmero 4-AP, relativo a caracteristica reversivel
desse mondmero, diferentemente do que costuma ser observado para outros mondémeros. Com
o decorrer dos ciclos, percebe-se que houve uma diminui¢do na intensidade da corrente de
oxidacdo do 4-aminofenol, e um aumento na resposta eletroativa do filme poli(4-aminofenol).
Estes fatos sdo condizentes com o consumo dos monOmeros durante o processo e,
consequentemente aumento da quantidade de material formado sobre a superficie eletrodica. O

filme eletroativo P4AP apresentou apenas um par redox em cerca de +0,4 V.
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Figura 25 — Voltamogramas ciclicos consecutivos da eletropolimerizag¢do de (a) PANI 1,0 mmol L' e
(b) P4AP 1,0 mmol L!; com 10 ciclos em meio de H,SO4 0,1 mol L™!, 50 mV s™!, na superficie de EG
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FONTE: elaborada pela autora, 2021.

A figura 26 mostra os perfis caracteristicos dos filmes PANI e P4AP apds o
processo de eletropolimerizagao em solucao de eletrélito suporte, e frente ao processo de oxi-

reducdo do ferrocianeto/ferricianeto de potéssio.

Ao analisar a Figura 26(a), ¢ possivel observar que apesar do mondmero 4-
aminofenol ter maior facilidade para formacdo do cétion radical, o polimero PANI tende a
formar em maior quantidade do que P4AP na superficie do eletrodo, visto a maior area

apresentada no voltamograma, que ¢ diretamente proporcional a area eletroativa do material.



71

Figura 26 — Voltamogramas ciclicos obtidos em (a) H>SO4 0,1 mol L™'; e em (b) KC1 0,1 mol L™!
contendo o par aniénico [Fe(CN)g]>”* 5,0 mmol L' dos EG modificados com P4AP e PANI;
velocidade de varredura de 50 mV s™!
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FONTE: elaborada pela autora, 2021.

Ao observar os mecanismos de polimerizagdo proposto para os filmes PANI e
P4AP na introdugdo deste trabalho, Figuras 12 e 18 respectivamente, ¢ notavel que a unidade
de repeticdo da PANI ¢ uma estrutura pequena, enquanto a unidade de repeticdo proposta para
P4AP ¢ uma estrutura relativamente maior e mais complexa. Talvez, esse seja 0 motivo para a
maior formacdo da PANI, uma vez que uma unidade pequena de repeti¢ao deve facilitar o

encadeamento das unidades e o crescimento polimérico.

Na avaliacio de transferéncia eletronica frente ao par aniénico [Fe(CN)e]*7*

mostrado na Figura 26 (b), a PANI apresentou um perfil suavemente mais resistivo do que

P4AP, observado pelo deslocamento do E,, para valores mais anddicos, AE,, = 0,045 mV, ndo
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esperado pelo fato da boa condutividade elétrica desse polimero. Porém, esse resultado pode

ser atribuido a maior formacao de material na superficie do eletrodo, comparado ao P4AP.

Na caracterizagao estrutural, os espectros de infravermelho para PANI e P4AP sao
mostrados na Figura 27. O espectro da PANI, Figura 27(a), ¢ bastante similar ao apresentado

na literatura (TRCHOVA et al., 2004).

Figura 27 — Espectros de infravermelho para (a) PANI e (b) P4AAP
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FONTE: elaborada pela autora, 2021.
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No espectro de PANI (Figura 27a) ¢ possivel observar a presenca de bandas bem
acentuadas, como em 1564 cm™! que pode ser atribuida a uma mistura dos estiramentos dos
grupos C=C e C=N do anel quindide, enquanto a banda em 1487 cm™' é caracteristico a
estiramentos vibracionais de C=C em anéis benzendides. A banda em 1300 cm! estd
relacionado com estiramentos de grupos C—N de aminas secundarias aromaticas, o que indica
a formacdo de estruturas C-N—C, enquanto a banda em 1245 cm™! ¢ atribuido & forma protonada
C—N*. A banda em 1132 cm™' é atribuida a vibragdes de formas protonadas como —-NH" ¢ a
1

banda em torno de 800 cm™

(TRCHOVA et al., 2004).

¢ devido a estiramentos C—H fora do plano vibracional

J& ao observar o espectro de P4AP, Figura 27(b), a banda mais acentuada estd em
1740 cm ™!, que pode ser atribuido a vibragdes dos estiramentos dos grupos C=0, revelando que,
nesse trabalho, grande parte dos grupos —OH foram oxidados. Em seguida, as bandas de
pequenas intensidades na regiio de 1508 cm! estdo relacionados com estiramentos de grupos
N-H de aminas secundarias ¢ C=N, o que indica formacao de estruturas C-N—C. As bandas em
1217 cm™! sdo devidas a mistura de vibragdes de grupo C—O e O—H, sugerindo a existéncia de

grupos OH- livres (CHEN et al., 2008a).

Essas observagdes sugerem modificacdes no mecanismo proposto pelo grupo de
Thenmozhi para o PAAP (THENMOZHI et al., 2014), uma vez que foi proposto a existéncia
de apenas grupos carbonilicos (—C=0) ou na funcao éter (-C—O—C-), cuja banda caracteristica
em 1150 cm™! ndo foi observada neste trabalho. Por outra via, o grupo de Chen (CHEN et al.,
2008a) havia proposto que a polimerizagdo do P4AP tem o crescimento da cadeia
preferencialmente pelo grupo amino, o que vai ao encontro com a proposta de Silva (SILVA,

2015), como mostra a Figura 28.

Figura 28 — Proposta de mecanismo de polimerizagdo do P4AP
OH OH 0o OH
Sy N N N
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FONTE: adaptada de CHEN et al., 2008a, p. 977.

n

Na caracterizacdo morfoldgica mostrada na Figura 29, as imagens de MEV para

PANI (Figura 29a), sdo condizentes com o levantamento da literatura (YAZDANPANAH et
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al., 2019), apresentando um 6timo recobrimento de superficie com estruturas globulares. Ja as
imagens obtidas de P4AP, Figura 29(b), mostram um material com morfologia mais fibrosa,
que ndo recobre totalmente a superficie, deixando exposto partes do eletrodo de grafite. O
motivo pode ser devido a pequena quantidade de material formado, como observado nos
voltamogramas do filme. Esse perfil também condiz com o observado na literatura (CHEN et

al., 2008a), porém com quantidade inferior de material estruturado.

Figura 29 — Imagens de MEV com ampliacdo de 20.000 Kx para (a) PANI e (b) PAAP

FONTE: elaborada pela autora, 2021.

As imagens de AFM mostradas na Figura 30, corroboram com as imagens obtidas
no MEV, com alto recobrimento da PANI. Por outro lado, os valores de Rq da PANI (245 nm)
ndo apresentam diferenga significativa daqueles de PAAP (213 nm), apesar do alto recobrimento

de superficie, o que sugere que tal recobrimento € bastante uniforme na superficie eletrodica.

Todos os resultados obtidos por caracterizacdo eletroquimica, morfoldgica e
estrutural para a PANI e o P4AP mostrados até aqui, foram definidos como padrdao de

comparag¢ao para o copolimero proposto.
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Figura 30 — Imagens de AFM em trés dimensdes para (a) PANI e (b) PAAP

FONTE: elaborada pela autora, 2021.

4.3 Eletropolimerizaciio e caracterizacio eletroquimica do copolimero 4-PANAP

Com uma solu¢do equimolar dos comondmeros anilina e 4-aminofenol (1,0 mmol
L), o copolimero foi inicialmente eletropolimerizado nas mesmas condi¢des que seus
polimeros de origem, para avaliacdo de alteracdes nos perfis antes observados. A Figura 31,
apresenta o voltamograma do primeiro ciclo de eletropolimerizagio para 4-PANAP. E
observada a presenc¢a dos dois potenciais de pico de oxidacdo dos comondmeros 4-aminofenol
e anilina. Ao comparar esse grafico com aquele observado na Figura 25, pode-se notar que nao
houve deslocamento significativo dos valores de potenciais de pico. Como a oxidagao do 4-
aminofenol ocorre primeiro, pode-se afirmar que, nesse primeiro momento, a formagdao do
cation radical 4-aminofenol ndo dificulta a formagdo inicial dos cations radicais anilina. Por
outro lado, ao observar as magnitudes de corrente de pico, pode-se dizer que houve maior

formacao de cation radical anilina do que de 4-aminofenol.
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Figura 31 — Primeiro ciclo obtido por VC na eletropolimerizagdo de 4-PANAP 1,0 mmol L' em meio
de H,SO4 0,1 mol L ™! na superficie de EG, velocidade de varredura: 50 mV s™!
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FONTE: elaborada pela autora, 2021.

O voltamograma completo da eletropolimerizacdo de 4-PANAP pode ser visto na
Figura 32. E apresentado um perfil de crescimento do filme bastante diferente daqueles

observados para PAAP e PANL

Figura 32 — Voltamograma ciclico consecutivo da eletropolimerizagdo de 4-PANAP 1,0 mmol L;
com 10 ciclos em meio de H>SO4 0,1 mol L™, 50 mV s°!, na superficie de EG
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FONTE: elaborada pela autora, 2021.
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Em detalhe, a partir da Figura 32, os picos redox em +0,25 V e +0,80 V que na
PANI apresentava alto valor de magnitude, ndo sdo observados na eletropolimeriza¢do de 4-
PANAP; apenas o pico na regido de +0,6 V da PANI aparece como um ombro no voltamograma
de 4-PANAP. Quando comparado ao processo de eletropolimerizagdo de P4AP, percebe-se
certa similaridade com 4-PANAP, estando o pico anddico deslocado de +0,40 V para +0,50 V,
e o0 pico catddico na mesma regido, diferenciado apenas por um alargamento do pico. Outra
diferenca observada também ¢ a magnitude dos valores de corrente de pico, que sdo
consideravelmente maiores, quando comparado aos seus polimeros de origem. Esses resultados
podem estar relacionados com a somatoria dos picos de oxidagdo de PAAP e PANI de mesma

regido, indicando a formagao de um material polimérico diferente daqueles ja conhecidos.

O perfil obtido do filme 4-PANAP ap6s o processo de eletropolimerizagio ¢
mostrado na Figura 33. E notado, a partir da Figura 33, que o filme 4-PANAP apresenta apenas
um par redox, na regido de +0,5 V, o que ¢ bastante similar ao observado em P4AP (Figura 34),
porém, a area mostrada desse filme ¢ bastante similar a da magnitude observada em PANI
(Figura 34), o que pode ser resultado de um efeito sinérgico dos dois comondmeros. A partir
desse perfil eletroquimico, ¢ possivel sugerir que a estrutura copolimérica deve conter grupos
expostos em sua cadeia, provenientes do 4-aminofenol, visto pela regido eletroativa de potencial
similar entre os dois; enquanto a estrutura da cadeia deve ser mais similar ao da PANI, visto

pela magnitude de corrente observada.

Figura 33 — Voltamograma ciclico obtido em (a) H,SO4 0,1 mol L™ para 4-PANAP, 50 mV s
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FONTE: elaborada pela autora, 2021.
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Figura 34 — Voltamogramas ciclicos comparativos entre 4-PANAP e seus homopolimeros
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FONTE: elaborada pela autora, 2021.

O estudo de transferéncia eletronica, que foi realizado com a sonda anidnica
[Fe(CN)s]*”*, mostrou que o copolimero 4-PANAP ndo apresentou diferenga significativa
frente a seus polimeros de origem, Figura 35. A quantidade de carga envolvida no copolimero
4-PANAP fica entre as cargas envolvidas para PANI e P4AP, indicando, mais uma vez, em um

efeito sinérgico entre os comondmeros.

Figura 35 — Quantidade de Carga envolvida para cada filme polimérico
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FONTE: elaborada pela autora, 2021.
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Essas mudangas observadas no perfil eletroquimico sdo indicativos de que um novo
material foi incorporado na superficie dos eletrodos de grafite, diferente de seus polimeros de

origem, que foi embasado pelas técnicas de imagem a seguir.

4.4 Caracterizacao morfologica e estrutural do copolimero 4-PANAP

Imagens de MEV de 4-PANAP, Figura 36, revelam uma grande quantidade de
material formado na superficie do eletrodo de grafite espalhado de maneira bastante uniforme,
Figura 36(a). A morfologia globular observada anteriormente para PANI (Figura 29a) ¢ a
morfologia linear do P4AP (Figura 29b), ddo espaco agora para estruturas interconectadas em
espécies de fibras globulares no copolimero 4-PANAP, Figura 36(b), que chegam a ter uma
espessura média de 12 pm, Figura 36(c). Ao observar as imagens da Figura 36 e compara-las
com as imagens da Figura 29, pode se pensar na contribui¢ao dos dois comonomeros para a

morfologia resultante.

Alguns pesquisadores tem mostrado que a morfologia da PANI eletrossintetizada €
afetada por alguns fatores, como: utilizagdo de membranas-modelo (MARTIN, 1995; CHOI e
PARK, 2000); espessura do material eletropolimerizado (ZHANG et al., 1995); técnica
eletroquimica empregada (LIANG et al., 2002; LIU et al., 2003); natureza do contra-ion
proveniente do eletrdlito (ZHANG et al., 1995); utilizagao de dopantes (LANGER et al., 2001;
WEI e WAN, 2003); velocidade de varredura (ANDARADE et al., 1998); natureza do eletrodo
(DALMOLIN et al., 2005) e etc. Em todos esses trabalhos ¢ relatado a obtengao de fibras e/ou

tubos na escala nano ou micro, relacionados a PANI.

Neste trabalho a alteragdo da morfologia observada de globular para fibrosa, ¢
relacionada unicamente a presenga de mondmeros 4-aminofenol ao meio. Por outras
perspectivas, o produto obtido poderia ser caracterizado apenas como uma PANI dopada que
resultou em uma morfologia de fibras. Contudo, como o grupo de Wei e colaboradores relatam
(WEI e WAN, 2003), o produto pode ser simultaneamente caracterizado como um material
copolimérico, visto que os monomeros/dimeros/oligomeros de 4-aminofenol fazem parte da

cadeia polimérica e se repetem ao longo da mesma.
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Figura 36 — Imagens de MEV para 4-PANAP com ampliaggo de (a) 1.000 Kx; (b) 20.000 Kx e (c)
dados de sua espessura

FONTE: elaborada pela autora, 2021.

As imagens de AFM, Figura 37, para 4-PANAP corroboram com o observado nas
imagens de MEV, caracterizando-se como um material altamente poroso e com alto valor de
Rq (645 nm), que chega a ser 2,6 vezes maior que a de seus polimeros de origem. Este valor
maior de rugosidade pode ser positivo na aplicacdo em biossensores, pensando-se na
biocompatibilidade da interface eletrodo/biomoléculas. As caracterizagdes de imagem revelam
que as morfologias observadas para 4-PANAP contém diferengas nitidas quando comparado
com P4AP e PANI, sintetizados nas mesmas condigdes, o que indica ser uma nova estrutura
polimérica. Quando ¢ visada a aplicagdo desse material como um ambiente para recebimento
de biomoléculas, espera-se um bom resultado devido a riqueza de profundidades no material,

que podem ser fontes de grupos organicos.
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Figura 37 — Imagens de AFM em trés dimensodes para 4-PANAP

[um]

FONTE: elaborada pela autora, 2021.

O espectro de infravermelho obtido para 4-PANAP mostrado na Figura 38 pode ser
interpretado como uma somatéria dos espectros de PANI e P4AP. E notéria a presenca de
bandas caracteristicas de PANI na regidio de 1578 cm ™! e 1499 cm™! atribuidas aos grupos C=N
e C=C, como ja discutido anteriormente. Ja no espectro de PAAP e de 4-PANAP, observa-se o
mesmo pico acentuado na regido de 1739 cm™! atribuidos aos grupos C=0, em 1366 cm!
referente a grupos C—N vizinho a aminas quinoides, e em 1230 cm™! e 1217 cm ™! relacionados
a estiramentos vibracionais de C—O e O—H, respectivamente. Percebe-se que o pico em 1305

cm ! é comum a todos os espectros e esta relacionado ao grupo C—N—C.

As diferencas mais acentuadas observadas entre os trés espectros ¢ a auséncia das
bandas relacionadas a estiramentos de C—H aromaéticos dentro e fora do plano, nas regides de
1088 cm™!, 922 cm™! e 754 cm™!, observadas anteriormente no espectro de PAAP, assim como
auséncia da banda relacionada a formas protonadas no nitrogénio, em 1245 cm™! atribuidas aos
estiramentos de C-N" ¢ N-H", respectivamente. Por outro lado, percebe-se que as bandas na
regido de 1366 cm ™' e 1227-1216 cm ™!, atribuidos a grupos -C—O—C—, foram acentuadas. Outro
ponto observado ¢ a diminuicao nas intensidades das bandas daquelas ja existentes em PANI.
Estes resultados refor¢am a suposicao de que a estrutura do copolimero deve ser composta por
uma mistura dos grupos funcionais de seus polimeros de origem, e que o crescimento da cadeia

polimérica pode acontecer de forma aleatoria, como descrito abaixo.



Figura 38 — Espectros de infravermelho para (a) 4-PANAP; e (b) comparativo com P4AP e PANI
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FONTE: elaborada pela autora, 2021.
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A partir do infravermelho do filme 4-PANAP ¢ possivel propor mecanimos de
eletropolimerizacdo do copolimero, bem como prever seu arranjo estrutural. Lacerda propds
que pode ocorrer trés possibilidades de ataques de radicais entre as moléculas de anilina e 4-
aminofenol, sempre partindo do ataque da molécula anilina na posi¢ao para, como pode ser
visto na Figura 39, (LACERDA, 2020). A partir dos ataques propostos, ¢ possivel a formacao

de trés dimeros diferentes, ora acoplamento anel/anel, ora acoplamento anel/heterodtomo.

Figura 39 — Proposta de mecanismo para a formacao de dimeros do 4-PANAP proposto por Lacerda
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FONTE: adaptada de LACERDA, 2020, p. 53.

A partir dos resultados de espectrospia de infravermelho obtidos neste trabalho,

pode-se levantar alguns pontos interessantes para discussdo: a auséncia de picos de grupos C—
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H indicam que muitos hidrogénios ligados ao anel aromatico foram substituidos por outros
grupos ligantes, o que vai ao encontro da proposta do primeiro dimero sugerido por Lacerda
(LACERDA, 2020). Por outro lado, os picos caracteristicos de grupos -C—N-C—, -C=N-e¢ —
C—O—C—, indicam que os trés arranjos de heteroatomos sao possiveis, também sugerido pelo
autor. Portanto, pode-se pensar na estrutura polimérica como uma mistura de arranjos

estruturais de forma randomica.

Ao pensar no processo de eletropolimerizag¢do, na formagdo do carbocation e no
primeiro ataque, pode-se pensar em duas possiveis vias: a cinética e a termodinamica. A via
termodindmica esta relacionada com a energia envolvida e, portanto, com a espontaneidade da
reagdo. J4 a via cinética relaciona-se com a via mais rapida e, em geral, requer um fator externo
extra para promové-la. No inicio do processo de eletropolimerizacao, o potencial de oxidagao
da molécula de 4-aminofenol ¢ o primeiro a ser atingido e os dois grupos da molécula podem

ser oxidados.

Pensando na via termodinamica, o grupo amino seria primeiramente oxidado, ja
que o nitrogénio ¢ menos eletronegativo do que o oxigénio e, portanto, aceita melhor uma carga
parcial positiva, sendo a forma intermediaria mais estavel. Porém, o grupo hidroxila apresenta
uma maior densidade de elétrons, sendo mais facil o encontro de um elétron para retirada
durante a aplicagdo de um sobrepotencial, em um processo cineticamente favoravel. Além
disso, uma carga parcialmente positiva no oxigénio colocaria a molécula mais reativa do que
no outro grupo. Como a banda em 1150 cm™', atribuida ao grupo —C-O-C— tem uma
intensidade levemente maior do que aquelas atribuidas a amina secundaria, acredita-se que a

reacao seja iniciada com a forma oxidada na hidroxila.

O cétion radical reativo formado tende a atacar a molécula mais proxima vizinha,
mas, pensando que ainda se encontra na regido de oxidacdo de moléculas 4-aminofenol, a
vizinhanca ¢ predominantemente composta por moléculas 4-aminofenol oxidadas que,
portanto, devem gerar o inicio da cadeia. Como nao hé registros nos espectros de bandas —C—
0O-0O-C—, o ataque do grupo hidroxila oxidado ocorre no anel, em alguma estrutura de
ressonancia. Levando em consideracdo a via cinética, a estrutura ressonante mais proxima ao
grupo hidroxila, € o radical na posi¢ao orto com relagdo ao mesmo, pondendo levar a formacao,
em sua maior parte, dimeros entre duas moléculas de 4-aminofenol com o oxigénio como

heteroatomo, como mostra a Figura 40(a).
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Figura 40 — Proposta de mecanismo de inicio de processo de eletropolimerizagdo de 4-PANAP por via
cinética, evidenciando a formacao de um (a) dimero; e um (b) tetramero
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FONTE: elaborada pela autora, 2021.

Na regido de oxidagao das moléculas de anilina, em potencial proximo a +1,0 V, ha

uma atracao maior dos monomeros anilina para a interface eletrodo-solugdo, para ocorrer o
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processo de oxidagdo da anilina. Simultaneamente, os dimeros gerados também podem se
oxidar no grupo amino, levando a um aumento no valor de corrente de pico anddica (cerca de
17%) para o processo de oxidacdo que seria somente da anilina. Este fato ¢ evidenciado quando
compara-se o pico de oxidagdo na regido de +1,0 V, proveniente somente da solucao de anilina,
com o pico de oxidagdo na mesma regido proveniente da mistura comonomérica, como mostra
a Figura 41(a). Por outro lado, este comportamento ndo ¢ observado ao se comparar com o
primeiro ciclo de eletropolimerizagdo de P4AP, Figura 41(b). Portanto, no mecanismo a ser
proposto na Figura 40(b), formas oxidadas da anilina tendem a reagir com o dimero oxidado na

superficie eletrodica gerando tetrAmeros.

Figura 41 — Primeiros voltamogramas ciclicos comparativos para o processo de eletropolimerizagdo
dos filmes 4-PANAP e (a) PANI; e (b) PAAP
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FONTE: elaborada pela autora, 2021.

Continuando o raciocinio do mecanismo de eletropolimerizacao, no segundo ciclo,
ao atingir novamente o potencial de oxidagdo do mondmero 4-aminofenol, o tetramero
adsorvido na superficie eletrddica ¢ oxidado, e tende a reagir com moléculas de 4-aminofenol
também oxidadas na superficie eletrédica, como mostra a Figura 42. Nesse momento, sugere-
se que as moléculas se ligam em todos os sitios ativados, conferindo ao copolimero ligagdes no
grupo hidroxila e no grupo amino de forma aleatoria, possibilitando grupos funcionais livres.
Esse mecanismo proposto implica em uma cadeia copolimérica ndo linear, mas de forma

ramificada, o que embasa a morfologia estrutural observada nos estudos de MEV da Figura 36.
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Figura 42 — Proposta de mecanismo de eletropolimerizagdo de 4-PANAP

o

+ NH; : lllliil +
:OH H2N :OH
. NHE m/—}
‘ NH, .
- 8H+
: NH,
:NH,
:0
:0 NH
. .
NH,

NH

HoN

FONTE: elaborada pela autora, 2021.
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Vale ressaltar que outras posi¢des de ataques sdo permitidos e possiveis para a
estrutura, que resultariam em uma gama de mecanismos possiveis para o copolimero 4-PANAP,
sendo os mecanismos das Figuras 40 e 42 apenas propostas do que seria o caminho cinético e

uma possivel estrutura predominante.

A partir do mecanismo proposto, conclui-se entdo que os mondmeros/dimeros 4-
aminofenol oxidados servem como pontos de nucleacdo, para integragdo de moléculas anilinas
e crescimento da cadeia, com morfologia fibrilar. Possivelmente, a presenca de cadeias
ramificadas na estrutura podem promover interagdes por ligagdes de hidrogénio, pensando na
natureza de seus grupos funcionais, o que indica uma estrutura resistente. Observando ainda, a
estrutura apresentada na Figura 42, presume-se que o copolimero 4-PANAP ¢ rico em grupos
funcionais e, portanto, se caracteriza como uma material promissor para aplicacdo em

biossensores, com a perspectiva de criar um ambiente biocompativel para as biomoléculas.

4.5 Estudo das melhores condicdes de eletropolimerizacio de 4-PANAP frente ao

imunossensor para T3

Para avaliacdo das melhores condi¢des de sintese do copolimero 4-PANAP, foram
avaliadas 03 variaveis: propor¢dao molar; faixa de potencial; e velocidade de varredura. Como
jé& descrito no item 3.3.4, essas trés varidveis foram analisadas de forma simultanea, frente a
detec¢do dos sinais de sonda e sonda-alvo. Foi utilizada a eq. 5 para célculo do nimero de
experimentos necessarios para obtencdo do melhor resultado, sendo 2 0o nimero de variaveis a

serem analisadas.

Experimentos = 2" eq. 5

Conforme célculo, foi necessario a realiza¢ao de 08 experimentos, que para melhor
entendimento dos resultados a seguir, foram classificados em 08 grupos, como mostra a Tabela
3. Tendo realizado as eletropolimerizagdes de 4-PANAP seguindo as condigdes apresentadas
na Tabela 3, obteve-se 08 voltamogramas de respostas do copolimero. Esses graficos foram

agrupados pelo parametro de faixa de potencial, como pode ser observado pela Figura 43.
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Tabela 3 — Descri¢ao dos experimentos com relacdo as variaveis observadas

N° do Grupo Propor¢ao molar Faixa de Velocidade de

(4-AP : ANI) Potencial Varredura
1 5:1 —0,la+1,2V 50 mV s!
2 1:1 -0,la+1,2V 50 mVs!
3 5:1 0,0a+0,8V 50 mV s!
4 1:1 0,0a+0,8V 50mV s
5 5:1 -0,1a+12V 100 mV s
6 1:1 -0,1a+1,2V 100 mV s™!
7 5:1 0,0a+0,8V 100 mV s~
8 1:1 0,0a+0,8V 100 mV s~

FONTE: elaborada pela autora, 2021.

Os filmes eletropolimerizados em diferentes condicdes apresentaram perfis
bastante reprodutiveis dentro de cada subgrupo de faixa de potencial, ou seja, hd um padrao de
perfil eletroquimico dentre os voltamogramas da Figura 43(a) e outro padrdo de perfil
eletroquimico dentre os voltamogramas da Figura 43(b). Nos filmes eletropolimerizados na
faixa de potencial de —0,1 a+1,2 V (Figura 43a), foi observado grandes densidades de correntes,
alcancando correntes de pico na magnitude de 150 pA. Por outro lado, os filmes
eletropolimerizados na faixa de potencial de 0,0 a +0,8 V resultaram em areas muito pequenas,

Figura 43(b), com magnitudes de corrente de 15 pA, ou seja, 10 vezes menor.

Esta diferenca observada de 10 vezes nos valores de corrente com relagao a faixa
de potencial, implica em dizer que quando se eletropolimeriza o copolimero na regido de 0,0 a
+0,8 V, possivelmente estd sendo favorecido somente a oxidacdo do 4-aminofenol, que
apresenta uma area muito inferior, quando comparado a PANI, como mostrado na Figura 26(a).
Nesta linha de raciocinio poucas espécies anilina oxidadas devem ser encontradas na interface
reacional, e a ligacdo de moléculas 4-aminofenol—4-aminofenol ¢ predominante ao invés da

formacao do copolimero. Essa hipotese vai ao encontro com a ideia de efeito inibidor do 4-
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aminofenol frente a formacdo do copolimero, ja citada em trabalhos anteriores (CHEN et al.,

2008b).

Figura 43 — Voltamogramas ciclicos obtido em H,SO4 0,1 mol L™! para 4-PANAP em diferentes
condi¢des de eletropolimerizacao utilizando a faixa de potencial de (a) —0,1 a+1,2 V; e (b) 0,0 a

+0,8V
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FONTE: elaborada pela autora, 2021.

Ainda, ao analisar os voltamogramas da Figura 43 com relagdo a velocidade de
varredura utilizada, percebe-se que dentro de cada subgrupo ndo ¢ observada variagdo

significativa nos perfis eletroquimicos, assim como nas magnitudes de areas capacitivas e
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correntes de picos registradas. Esse resultado revela que, para eletropolimerizagdo do 4-PANAP
as velocidades de varredura estudadas possivelmente ndo interferem no mecanismo de

eletropolimerizagao.

Quando a variavel propor¢ao molar foi o objeto de estudo, esperava-se que a relagao
com maior propor¢ao molar formasse maior quantidade de material do que a relagdao equimolar.
Porém, ao comparar todos os voltamogramas da Figura 43, foi observado que os filmes
eletropolimerizados na propor¢ao 1:1, deram 4areas levemente maiores do que aqueles
eletropolimerizados nas proporgdes 5:1, dentro do grupo eletropolimerizados na faixa de —0,1
a+1,2 V, Figura 43(a). Para os filmes eletropolimerizados na faixa de potencial de 0,0 a +0,8
V, ndo foi observada diferenga significativa quanto a diferenga na propor¢do molar. Estes
resultados concordam, mais uma vez, com a ideia do efeito inibidor do monoémero 4-aminofenol

para formagao do copolimero, uma vez que somente sua concentragdo molar foi alterada.

Vale salientar que, neste trabalho, a propor¢ao 1:5 (4-AP:ANI) ndo foi investigada,
pois o objetivo da mistura monomérica era formar um material rico em grupos funcionais
expostos, porém, de forma espacada, para promover uma melhor interagdo com grupos
funcionais. A caracteristica de grupos funcionais expostos advém do P4AP, uma vez que na
PANI, o grupo amino se integra na cadeia como heterodtomo. Entdo, as moléculas de ANI
serviriam como espagadores dos mondmeros 4-AP e, por isso, foi investigada em menor

propor¢ao.

Dentre as trés variaveis estudas e mostradas na Figura 43, pode-se verificar que
para a formagdo do material polimérico, a varidvel faixa de potencial foi o principal efeito
diferenciador dos copolimeros eletropolimerizados. Isto implica dizer que a natureza do

copolimero esta fortemente ligada a natureza do cétion-radical iniciador da reacao.

Os oito grupos da Tabela 3 também foram estudados frente ao desempenho
eletroquimico do imunossensor para deteccao do T3. As medidas de detec¢des foram realizadas
monitorando o pico de oxidagdo do K4sFe(CN)s 5 mmol L™ em meio de KCI 0,1 mol L™!, uma
vez que a deteccdo direta de espécies eletroativas do proprio anticorpo Anti-T3 em solucao de
eletrolito, resultaram em picos anddicos de pequenas magnitudes de corrente e nao
reprodutiveis. Para tanto, fez-se essa medida de detec¢do da superficie eletrodica em trés
momentos: da superficie contendo apenas o filme copolimérico; da superficie contendo o filme

copolimérico com a sonda Anti-T3 e as moléculas de bloqueio; e dessa mesma superficie apds
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interagdo sonda-alvo. A Figura 44 mostra os voltamogramas de pulso diferencial obtidos a partir

dos trés momentos de deteccao para cada grupo de copolimero.

Figura 44 — Voltamogramas de pulso diferencial com pico de oxidagdo do [Fe(CN)s]™* 5,0 mmol L™
em KC1 0,1 mol L™! para os copolimeros 4-PANAP eletropolimerizados em diferentes condigdes: (a)

grupo 1; (b) grupo 2; (c) grupo 3; (d) grupo 4; (e) grupo 5; (f) grupo 6; (g) grupo 7; e (h) grupo 8
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FONTE: elaborada pela autora, 2021.
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Para melhor visualizagdo da tendéncia de resposta, os valores de corrente de pico
anddica de cada curva foram agrupados em um grafico de barras, como mostra a Figura 45.
Observando-se os graficos de barras da Figura 45, observa-se um padrdo no valor da corrente
de pico para a detecgao do filme copolimérico, obtendo-se uma média entre as detecgdes-filme
para todos os grupos de 691,3 £ 22,3 pA. J& para deteccdes da superficie sonda e para sonda-
alvo, percebe-se grandes variagdes entre os sinais, que dependem do modo de preparacdo do
eletrodo. Para facilitar o entendimento dos resultados mostrados na Figura 45, foi calculada a
diferenca entre os valores de corrente de pico da detecgao-filme e detec¢ao sonda, e também da
detecgdo-sonda e deteccdo-alvo. A partir destas diferencas calculadas, foi calculada a

porcentagem relativa a diferenca de sinal, e esses dados constam na Tabela 4.

Figura 45 — Grafico de barras obtido do pico de oxidagdo de [Fe(CN)s]* 5,0 mmol L' em KC1 0,1
mol L' versus a superficie eletrodica para os copolimeros eletropolimerizados em diferentes

condigdes
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FONTE: elaborada pela autora, 2021.
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Tabela 4 — Diferengas entre sinais de detec¢do obtidos a partir do pico de oxidagdo do [Fe(CN)s] * 5,0
mmol L' em KC1 0,1 mol L™! para os 8 diferentes grupos de eletropolimerizagio

GRUPO Diferenca Porcentagem Diferenca Porcentagem
FILME- diferenga SONDA- diferenca
SONDA (nA) | FILME-SONDA | ALVO (pA) SONDA-ALVO

1 296,6 44 % 120,1 31%
2 231,9 34 % 130,1 30 %
3 74,1 11 % 34,2 6 %

4 9,3 1% 98,5 15 %
5 25,2 4% 189.,0 29 %
6 11,7 2% 225,2 31%
7 107,9 15 % 0,25 0,5 %
8 -74,0 -10 % 286,0 36 %

FONTE: elaborada pela autora, 2021.

Ao analisar os dados apresentados na Tabela 4, ¢ observado que apenas o grupo 8
apresentou um resultado negativo da diferenca entre os sinais das correntes de pico da sonda
para o filme. Isto significa que somente o grupo 8 apresentou o sinal de detec¢ao da sonda maior
que o sinal de deteccdo do filme, enquanto em todos os outros grupos, a tendéncia € ter um sinal
de sonda menor que o sinal do filme, e sinal de alvo menor que o sinal de sonda. Essa tendéncia
observada implica na ideia de que a medida que as biomoléculas sdo imobilizadas na superficie
do material, aumenta-se a dificuldade na troca de cargas da interface. Assim, quanto mais livre
a superficie, mais disponivel para recebimento da espécie eletroativa e efetivacdo do processo

redox.

Outro fato observado a partir da Tabela 4 foi de que os grupos 4, 5 e 6 tiveram as
diferencas de resposta entre filme-sonda inferiores a 5%. A partir desses resultados fica dificil
afirmar se houve imobiliza¢do do anticorpo na superficie copolimérica. No mesmo sentido, ao
observar a variagao entre os sinais sonda-alvo para esses grupos, percebe-se que a porcentagem

pode ser considerada mais significante, sendo de 15%, 29%, 31% e 36% para os grupos 4, 5, 6
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e 8, respectivamente. Este fato pode estar relacionado com a interacao de outras biomoléculas
presentes no soro utilizado, ndo ocorrendo reagdo especifica antigeno-anticorpo, uma vez que

a variagao de sinal para a presenga de anticorpo anti-T3 ¢ insignificante.

Ja para os grupos 3 e 7, os resultados mostram uma varia¢ao de sinal sonda-filme
superior a 10 %, contudo com pequena variagdo de sinal sonda-alvo, o que também nao
possibilita afirmar se houve reagdo especifica antigeno-anticorpo. Os grupos 1 e 2 foram os que
demonstraram melhores resultados frente a detec¢do, com diferengas entre os sinais superiores
a 30% em ambas medidas. Com esse resultado, tem-se uma maior seguranga para afirmar que

houve efetiva imobilizagcdo de biomoléculas Anti-T3 e interagdes especificas sonda-alvo.

Dentre os dois grupos (1 e 2), tem que a Unica variavel que difere-se entre eles ¢ a
proporcao molar, sendo de 1:1 para o grupo 1 e 5:1 para o grupo 2. No sentido de utilizar menor
quantidade do reagente 4-aminofenol nos ensaios, foi escolhido os pardmetros de sintese do
grupo 2, além do mesmo ter apresentado maior precisdo entre sinais de resposta. Dessa forma,
os parametros adotados para o grupo 2 (10 ciclos de varredura — propor¢ao molar 1:1 — faixa
de potencial de —0,1 a +1,2 V — velocidade de varredura: 50 mV s!) foram escolhidos para

continuidade do trabalho.

Salienta-se que o tipo de abordagem adotada para analise dos resultados neste
trabalho foi a avaliagdo do conjunto como um todo, ou seja, tanto da resposta de sinal do
imunossensor, quanto apos o contato com o alvo. Em outras palavras, ndo € interessante uma
diferenca de resposta muito grande apds o contato com o alvo se a diferenga de resposta quando
da imobiliza¢do da sonda ¢ baixa. Assim, deve-se haver uma diferenca efetiva de resposta em

ambas etapas.

4.6 Estudo comparativo da resposta eletroquimica do imunossensor para T3 em outras

superficies

A titulo de comparacao, a constru¢ao do imunossensor para T3 foi realizada em
superficies diferentes do copolimero proposto, o 4-PANAP. A biofuncionalizacao foi realizada
sobre a superficie de seus polimeros de origem eletropolimerizados na mesma condig¢do que o

copolimero 4-PANAP, ou seja, na concentragdo de 1 mmol L', realizando-se 10 ciclos de
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potencial na velocidade de varredura de 50 mV s, e faixa de potencial de 0,0 a +0,8 V para

P4AP, e 0,1 a +1,2 V para PANIL

A carga (Q) das superficies citadas acima foram calculadas e, de modo a realizar
uma comparagdo dos filmes contendo a mesma carga, o filme P4AP foi também
eletropolimerizado nas mesmas condigdes acima, porém aumentando-se o nimero de ciclos até
atingir a mesma carga eletroquimica que os demais, sendo que foi necessario uma quantidade
de 450 ciclos para eletropolimerizagao, chamado entao de P4AP+. E por ultimo, o copolimero
4-PANAP também foi eletrossintetizado utilizando uma quantidade de ciclos 10 vezes superior
que a condicdo acima, ou seja, 100 ciclos, para analise de variagdo do sinal de resposta frente
ao imunossensor para T3, chamado de 4-PANAP+. Os voltamogramas de cada filme

eletropolimerizado, bem como a quantidade de carga envolvida estio mostrados na Figura 46.

Figura 46 — (a) Voltamogramas ciclicos em H,SO4 0,1 mmol L™ para diferentes polimeros
eletrossintetizados; e (b) quantidade de carga envolvida para cada filme polimérico
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FONTE: elaborada pela autora, 2021.
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A partir da Figura 46, ¢ notdvel que os filmes 4-PANAP, PANI ¢ P4AP+
(eletropolimerizado com 450 ciclos) apresentaram carga em torno de 3 mC, enquanto o filme
P4AP (10 ciclos) apresenta uma carga 10 vezes inferior, ~0,32 mC. Ja o filme 4-PANAP+, cuja
eletropolimerizagdo consistiu de uma quantidade de ciclos 10 vezes superior a de 4-PANAP,
mostrou uma carga de ~6,52 mC, ou seja, aproximadamente 2 vezes superior, mostrando um
comportamento ndo-linear do sistema eletroquimico. Essas superficies foram testadas frente a
resposta eletroquimica do imunossensor para T3, conforme procedimento anteriormente

descrito, utilizando a técnica de VPD, como mostra a Figura 47.

Figura 47 — Voltamogramas de pulso diferencial com pico de oxidagdo do [Fe(CN)s]™* 5,0 mmol L™
em KC1 0,1 mol L! para os polimeros: (a) 4-PANAP; (b) PANI; (c) P4AP; (d) P4AAP+; (e) 4-
PANAP+; e () grafico de barras dos valores de Ipa versus superficies copoliméricas

biofuncionalizadas
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FONTE: elaborada pela autora, 2021.
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Tabela 5 — Diferengas entre sinais de detec¢do obtidos a partir do pico de oxidagdo do [Fe(CN)s] * 5,0
mmol L' em KC1 0,1 mol L! para os diferentes filmes poliméricos

FILME Diferenca Porcentagem Diferenca Porcentagem
FILME- diferenga SONDA- diferenga
SONDA (nA) | FILME-SONDA ALVO (nA) SONDA-ALVO
4-PANAP 231,9 34 % 130,1 30 %
PANI 197,69 29 % —218,23 -31%
P4AP 37,88 5% 328,68 48 %
P4AP+ 78,00 7% 499.3 63%
4-PANAP+ 54,68 12 % 326,81 88 %

FONTE: elaborada pela autora, 2021.

Ja para P4AP, PAAP+ e 4-PANAP+ foi observado pequenas diferengas entre os
sinais de resposta de Ipa filme e sonda, com consequente grande diferenca entre os valores de
Ipa para sonda e alvo. Conforme ja discutido no item 4.5 para os filmes 4-PANAP
eletropolimerizado em diferentes condigdes, a pequena diferenca de resposta entre filme e
sonda ndo permite afirmar, com seguranga, que houve imobilizacdo do anticorpo Anti-T3
efetivamente. Como consequéncia, ndo ¢ possivel afirmar que a grande diferenca de sinal entre
sonda e alvo € proveniente da interacao especifica SONDA/ALVO, ou proveniente da interagao
inespecifica de outra biomolécula presente no soro com a superficie polimérica/eletrodo. Além
deste fato, ao observar a magnitude de Ipa para a detecgdo SONDA/ALVO sobre a superficie
4-PANAP+, o sinal de corrente de 52,19 + 12,40 pA caracteriza-se como um sinal relativamente
baixo quando comparado aos demais. Este fato poderia dificultar a detec¢@o de concentragdes
mais concentradas do alvo T3, visto que a tendéncia € ocorrer uma diminui¢ao no valor de Ipa
a medida que aumenta-se a concentracdo, que seria uma caracteristica negativa visando a

constru¢do de uma curva analitica.

Estes resultados demonstram que o copolimero 4-PANAP proposto, apresenta
melhor desempenho do que as outras superficies poliméricas para detec¢do do imunossensor,
devido ao fato de apresentar a diferencga de resposta mais promissora entre as deteccoes: filme

e sonda (34 %); sonda e alvo (30 %). Estas porcentagens de diferenca de sinais ddo maior
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seguranga para afirmar a imobilizag@o orientada do anticorpo e interagdo especifica anticorpo-
antigeno, além de permitir uma melhor faixa de corrente para detecgdes de alvos em solucdes

mais concentradas ou mais diluidas.

Também foi avaliado a resposta do imunossensor para T3 eletrossintetizando o
filme nas condi¢des do Grupo 2 da Tabela 3, e realizando a biofuncionalizagdo da superficie
conforme descrito no subitem 3.9, com exce¢ao da ativagdo com EDC-NHS e desativagao com
etanolamina, ou seja, imobilizando o Anti-T3 diretamente sobre 4-PANAP. Foi aplicada a
técnica de VPD para deteccao das superficies, conforme utilizado nas outras detecgdes
anteriores. A tabela 6 mostra os valores de corrente de pico anodica para cada superficie

detectada.

Tabela 6 — Valores de Ipa de [Fe(CN)s] ™ 5,0 mmol L! em KCI 0,1 mol L™! com seus respectivos
desvios-padrio para superficies imunossensoras com e sem a ativacdo com EDC-NHS

Superficie | Valor de Desvio- Valor de Desvio-
Ipa (nA) | padrao (nA) | Ipa (pA) | padrao (pA)
SEM EDC-NHS COM EDC-NHS

4-PANAP 635,3 9,5 674,3 9,0
4-PANAP 475,3 7,3 4427 7,1
/SONDA

4-PANAP 364,3 18,6 312,6 9,4
/SONDA

/ALVO

FONTE: elaborada pela autora, 2021.

Observando-se os dados da Tabela 6, nota-se que a diferenca de resultados entre as
duas superficies esta apenas na melhora do desvio-padrao para a detec¢do do imunossensor para
ALVO, cujo mesmo reduz de 18,6 pA para 9,4 pA. Esta diminui¢do melhora a precisdo do

resultado e justifica a sua utilizagdo na construgdo da plataforma.
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4.7 Caracterizacgao eletroquimica do imunossensor proposto por EIS

Com o objetivo de auxiliar a caracterizagdo eletroquimica do copolimero 4-PANAP
proposto e também para averiguacdo do comportamento observado para a plataforma
imunossensora, os eletrodos de grafite modificados com o filme 4-PANAP eletropolimerizado
conforme condi¢des do grupo 2 da Tabela 3 e ap6s imobiliza¢do de sonda e contato sonda-alvo,
foram submetidos a andlise de EIS. Os graficos de Nyquist e de Bode obtidos sdo aqueles

mostrados na Figura 48.

Figura 48 — (a) Diagrama de Nyquist (Z” vs. Z’) dos eletrodos de grafite modificados com 4-PANAP e
Anti-T3 antes e ap6s contato com alvo T3; (b) Grafico de Bode para a superficie 4-PANAP/SONDA;
e (¢) Grafico de Bode para a superficie 4-PANAP/SONDA/ALVO, obtidos por EIS em
K3Fe(CN)¢/KsFe(CN)g 1 mmol L' em meio de KC1 0,1 mol L. Amplitude 10 mV; Intervalo de
frequéncia: 10 000 a 0,01 Hz
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FONTE: elaborada pela autora, 2021.

log f/Hz

A partir dos resultados da Figura 48, ¢ observado que o sistema apresenta baixa

resisténcia a transferéncia de carga, uma vez que quase ndo ¢ observado a presenca de um

semicirculo definido, sendo predominantemente observado um efeito capacitivo, com uma

curva de inclinagao de ~45 °. Os graficos de Bode do sistema, Figura 48(b-c), revelam que apos
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contato com o alvo hé o surgimento de uma segunda interface, devido a presenca de 2 angulos

de fase, Figura 48(c).

A partir dos dados obtidos foi possivel a comparacdo com um circuito elétrico
equivalente, como mostra a Figura 49. Neste circuito com melhor ajuste dos dados
experimentais, o Rs representa a resisténcia da solugdo eletrolitica, Qi representa o
carregamento da dupla camada elétrica na interface FILME-SONDA | SOLUCAO, R;
representa a resisténcia a transferéncia de carga, Q» representa o carregamento da dupla camada
elétrica na interface FILME-SONDA-ALVO | SOLUCAO, ¢ W a impedancia de Warburg, que
¢ associado ao processo difusional dos ions. O efeito capacitivo é representado por um elemento
de fase constante, no lugar de um capacitor puro, devido a ndo-homogeneidade da superficie

analisada.

Figura 49 — Circuitos elétricos propostos para a interface (a) FILME-SONDA | SOLUCAO; e (b)
FILME-SONDA-ALVO | SOLUCAO

(b)

FONTE: elaborada pela autora, 2021.

Na Tabela 7 estdo apresentados alguns parametros de ajuste. Q € a representagao da

impedancia, dada pela equacao:
ZQ(a)) = K_l(j a))'n €q. 8

onde o ¢ a frequéncia angular, j ¢ a unidade imagindria e n varia de 0 a 1, tendo
unidades de S7' s Se n = 0, o comportamento é relativo a resisténcia, se n = 1, o
comportamento ¢ capacitivo, € para n = 0,5, a impedancia corresponde a impedancia de
Warburg. A partir dos dados da Tabela 7, observa-se que o material € imunossensor proposto

tem maior tendéncia de capacitancia.
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Tabela 7 — Parametros elétricos para as etapas de biofuncionaliza¢do do copolimero 4-PANAP

Parametros Superficie Superficie Superficie
clétricos 4-PANAP 4-PANAP/SONDA | 4-PANAP/SONDA
/ALVO
Rs /ohm 17,19 20,25 21,34
Qi /S'ts™ 4,77 1073 6,31 1073 5,89 10°*
n 0,85 0,97 0,75
Ri /ohm 19,27 22,66 49,93
Q2/S!'s™ - - 2,47103
n - - 0,68
e 102 10! 102

FONTE: elaborada pela autora, 2021.

Os resultados obtidos pela técnica de EIS corroboram com aqueles obtidos na
andlise voltamétrica, indicando que a presenca de biomoléculas na superficie polimérica
aumenta a resisténcia interfacial, conforme mostrado pelos valores de Rct da interface: ~20 Q,
~23 Q e ~50 Q, para 4-PANAP, SONDA e SONDA-ALVO, respectivamente. Contudo, os
valores apresentados para resisténcia sdo relativamente baixos. Este fato pode ser da
possibilidade de entrada direta das espécies eletroativas pela plataforma, que apresenta um

material copolimérico que pressupde-se ser altamente poroso.

4.8 Caracterizacio do imunossensor proposto por AFM

Outra técnica auxiliar para caracterizagdo da superficie apds a imobilizagdo de
sonda e também da interagao sonda-alvo, foi a obtengao de imagens de AFM para superficie do

imunossensor, como mostra a Figura 50.
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Analisando as imagens da Figura 50 percebe-se que antes da interagdo com o alvo
T3, Figura 50(a), a morfologia apresenta muitos picos pronunciados, com rugosidade de Rq =
73 nm, o que indica a presenga dos anticorpos anti-T3 imobilizados ou adsorvidos sobre a
superficie. Apos contato com o alvo T3, Figura 50(b), visualmente percebe-se uma melhor
uniformidade entre centros elevados, levantando a hipdtese de que as moléculas de T3
preenchem os espagos entre os centros anteriormente observados. A rugosidade média também
diminuiu para Rq = 55 nm, corroborando com a ideia de efetiva formacao do imunocomplexo

Anti T3 —T3.

Figura 50 —-Imagens de AFM para eletrodos de grafite modificados com 4-PANAP contendo a
biomolécula Anti-T3 imobilizada em sua superficie (a) antes; e (b) ap6s contato com o alvo T3

FONTE: elaborada pela autora, 2021.
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4.9 Construcio da curva analitica

A elaboragdo de uma curva analitica para a plataforma biossensora proposta ¢ de
fundamental importancia, quando se pensa na aplicacao real em pacientes clinicos. A curva de
calibragdo foi desenvolvida a partir da dilui¢ao ou concentragdo de T3 em uma amostra de soro
real, quantificada por método comercial, dentro da faixa de concentra¢o de 0,2 pg mL ' a 8,8
pg mL™!. Os eletrodos previamente preparados com a superficie imunossensora ja descrita,
foram divididos em 06 grupos, onde cada grupo foi submetido a uma concentracdo. As medidas
de deteccdes foram realizadas nos mesmos parametros de estudo da plataforma, sendo os
voltamogramas de pulso diferencial para diferentes concentragdes de T3 em amostras de soro

reais mostrados na Figura 51 (a).

Figura 51 — (a) Voltamogramas de pulso diferencial dos EG modificados com 4-PANAP contendo
Anti-T3 imobilizado apos a interagdo com diferentes concentragdes do alvo T3 (0,2, 1,92, 3,64, 5,36,
7,08, ¢ 8,8 pg mL ). Eletrolito: solugdo de KCI (0,1 mol L) contendo K;3[Fe(CN)s] (5,0 mmol L™1).
Modulo de amplitude: 50 mV. Intervalo de pulso: 0.2 s; 20 mV s'; (b) Curva analitica da corrente de

pico anddica vs. diferentes concentragdes de T3 alvo na faixa de pg mL™!
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FONTE: elaborada pela autora, 2021.
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Foi observado a partir da Figura 51(a), que a partir do aumento da concentragao do
alvo T3, a tendéncia ¢ ocorrer uma diminui¢do nos valores de corrente de pico. Esse fato esta
relacionado com o método de deteccdo empregado, que neste caso € a avaliacdo do pico de
oxidagdo de uma espécie eletroativa em solucao. Portanto, quanto maior a concentracao do alvo
T3, maior a probabilidade da promocdo de interagdes sonda-alvo e maior a quantidade de
material adsorvido na superficie eletrodica. Neste caso, a interagdo de ions ferrocianeto com a
superficie do eletrodo ¢ dificultada, ¢ uma diminui¢do da magnitude de corrente ¢ a

consequéncia observada.

A Figura 51(b) apresenta a curva analitica proposta para quantificacdo do alvo T3,
onde foi utilizado os dados de corrente de pico anddica, obtido por VPD em solucio de
K4Fe(CN)s 5,0 mmol L' em meio de KC10,1 mol L™!. Os dados de regressdo linear de corrente
versus as diferentes concentracdes de T3 em soro, resultou em um perfil linear para a faixa de
trabalho escolhida de 0,2 pg mL™! a 8,8 pg mL!, com coeficiente de correlagio de 0,9976. O
valor do coeficiente angular da equacgdo de reta foi de 29 pA pg mL!, indicando uma boa

sensibilidade da plataforma.

O limite de detec¢do (LOD, do inglés Limit of Detection) e o limite de quantificacao
(LOQ, do inglés Limit of Quantification) foram calculados usando a defini¢do da ITUPAC

(ANVISA), como mostram as equacdes 6 e 7, respectivamente.

LOD = 3,3 %’ eq. 6
LOQ = 10 %" eq. 7

Onde Sp ¢ o desvio padrdo do branco e b ¢ o coeficiente angular da curva de
calibracdo. Toda amostra de soro contém certa quantidade de T3 livre, assim o branco, neste
trabalho, foi padronizado como a diluicdo da amostra de soro em 1000 vezes. A partir dos
calculos realizados, foram obtidos os valores de LOD e LOQ em 0,60 pg mL ' e 1,80 pg mL !,
respectivamente. Uma vez que a concentragdo de T3 livre considerada como normal no soro ¢

na faixa de 2,00 a 4,40 pg mL!, a curva analitica obtida foi satisfatoria para aplicacio real.

Para avaliar a performance do imunossensor proposto, um teste de repetibilidade
foi realizado da seguinte maneira: foram preparadas amostras de soro com 03 diferentes

concentracdes de T3: 1,9, 3,1, ¢ 7,0 pg mL'. Essas amostras foram colocadas sobre a superficie



106

de eletrodos modificados com 4-PANAP e sonda imobilizada para interagdo sonda-alvo,
conforme ja estabelecida. Foram realizadas 5 medidas de detec¢do, em cada eletrodo e o desvio
padrao relativo foi calculado para cada grupo, conforme o protocolo descrito. Os resultados
obtidos foram varia¢des de 2% para 1,9 pg mL™'; 1% para 3,1 pg mL™!; e 6% para 7,0 pg mL ..
Estes resultados mostram boa performance do imunossensor proposto, € se caracteriza como

um teste de validag@o analitica, indicando que a proposta desse trabalho apresenta grau de

concordancia satisfatorio.

4.10 Estabilidade

O estudo de estabilidade da plataforma proposta ¢ de grande importancia para
aplicacdo em biossensores. Nesse sentido, a estabilidade foi avaliada realizando-se detec¢des
eletroquimicas em meio de KCI 0,1 mol L™ contendo K4Fe(CN)s 5 mmol L' dos eletrodos
modificados armazenados. Os dados foram analisados a partir dos valores de corrente de pico
anddica obtidos para cada dia de deteccdo. A Figura 52 mostra histogramas relacionando a

magnitude de corrente de pico anddica com o tempo.

Figura 52 — Estabilidade do imunossensor proposto utilizando a plataforma 4-PANAP
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FONTE: elaborada pela autora, 2021.
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A partir da analise do grafico de barras da Figura 52, ¢ possivel calcular a diferenca
de sinal entre o dia 0 e o dia 60, que resulta em 41,83 pA, o que corresponde a um percentual
de 10 % do valor original. Ou seja, apds 60 dias, o imunossensor proposto mantém 90 % de sua
performance. A perda de sinal pode estar relacionada com perda de atividade das biomoléculas
com o tempo de estocagem, uma vez que se estivesse relacionada com variaveis experimentais,
como efeito de restabelecimento de temperatura, processos de lavagem e imersdo em meio
acido, a perda de sinal ocorreria de forma constante a cada deteccdo e ndo de forma gradativa

como o observado.

Contudo, a variagdo em apenas 10 % de sinal ap6s 60 dias de armazenamento ¢ um
bom resultado quando se trata de biomoléculas, principalmente anticorpos que sao

caracterizados como biomoléculas sensiveis e instaveis.
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5. CONCLUSAO

O desenvolvimento deste trabalho permitiu a eletrossintese de um novo material
copolimérico, bastante promissor para aplicagdo em biossensores. O procedimento adotado
para sintese eletroquimica do copolimero 4-PANAP ¢ considerado como um método simples,
rapido e eficaz, visando produ¢do em larga escala. As caracterizagdes eletroquimicas
mostraram aumento na resposta de corrente do eletrodo, quando comparado aos seus polimeros
de origem, PANI e PAAP. Como ja se sabe, a resposta de corrente do eletrodo estd intimamente
relacionada com a quantidade de material formado, bem como com a area superficial do mesmo.
A hipétese de formagdo de maior quantidade de material polimérico leva a hipotese de que mais

material bioldgico seja imobilizado sobre a superficie de biossensores.

A caracterizacdo morfologica do material por imagens de MEV e AFM, permitiu
observar uma nova morfologia no copolimero, diferente daquelas morfologias caracteristicas
de seus polimeros de origem eletrossintetizados nas mesmas condigdes. Foi evidenciada uma
morfologia com estruturas interconectadas em espécies de fibras no copolimero 4-PANAP, com
espessura média de 12 pum. Essa morfologia sugere a estrutura polimérica como cadeias
ramificadas, apontando para uma estrutura resistente e altamente porosa. A caracterizagao
estrutural obtida por espectroscopia na regido do infravermelho, revelou um espectro hibrido
entre aqueles observados para PANI e P4AAP. Os principais grupos observados foram ligacdes
de amina secundarias e iminas quinoides, indicando que grande parte dos grupos amino se
incorporam no interior das cadeias poliméricas como heteroatomos. Os grupos contendo
oxigénio foram observados como grupos hidroxila e grupos éter, indicando que o oxigénio

também fica disponivel fora da cadeia polimérica.

A partir das caracterizagdes realizadas foi possivel sugerir um mecanismo de
eletropolimerizagdo do copolimero 4-PANAP, optando-se por uma via cinética. Em resumo ¢
gerado a formacao do cation radical sobre o grupo hidroxila dos mondmeros 4-aminofenol que,
em um primeiro momento, se ligam entre si. Posteriormente, com a oxidacdo do mondmero
anilina, ha a incorporacdo dos mondémeros anilina no dimero previamente formado. As
oxidacdes subsequentes levam a incorporacdo de moléculas de forma aleatéria, permitindo a

existéncia de diferentes ligacdes, como mostrou o espectro de infravermelho.
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Com a perspectiva da estrutura copolimérica de 4-PANAP ser composta por uma
rede fibrosa interconectada e com grande quantidade de grupos funcionais, foi realizada a
aplicagcdo do material como matriz para imobilizacdo do anticorpo anti-T3, visando o
desenvolvimento de um imunossensor para deteccao de T3. Houve sucesso nas etapas de
biofuncionalizagdo da plataforma, sendo possivel a diferenciagdo significativa entre os sinais
obtidos apenas do filme, daqueles obtidos apenas da sonda sobre o filme, e daqueles apds a

intera¢ao sonda-alvo.

A partir dos resultados de detec¢ao do imunossensor para T3 proposto, foi possivel
a avaliacdo das melhores condi¢des de eletrossintese de 4-PANAP, visando aqueles que
melhoraram a diferenciacdo entre os sinais de corrente da superficie copolimérica do sinal de
sonda, e deste ultimo com o sinal de alvo. Com este estudo, concluiu-se que a melhor condigao
de sintese ¢ utilizando uma mistura equimolar (1:1) de 4-aminofenol e anilina, em uma faixa de

potencial de —0,1 a +1,2 V, com velocidade de varredura de 50 mV s ..

Foi possivel a construgdo de uma curva analitica para concentragdes de T3,
caracterizada como uma etapa fundamental para o desenvolvimento de biossensores. Os
resultados obtidos mostram uma relagdo linear entre a corrente anddica ¢ a faixa de
concentragio de T3, na faixa de trabalho de 0,2 a 8,8 pg mL"!, alcangando um limite de detec¢io
de 0,60 pg mL ™! e um limite de quantificacdo de 1,80 pg mL™!. A faixa de trabalho compreende
a faixa de concentracdo de T3 no sangue, considerada como nivel normal. Além disso, alguns
testes de validacdo indicaram boa repetibilidade da plataforma e boa estabilidade, mantendo

90% de sua resposta apos 60 dias de armazenamento.

Em conclusao, foi possivel preparar um material copolimérico com caracteristicas
distintas daquelas de seus polimeros de origem, sendo evidente a contribui¢do das propriedades
dos dois mondmeros para o produto final. O material desenvolvido se mostrou bastante
promissor para aplicagdo em biossensores, visto pela facilidade de preparagdo, pouco consumo
de matéria prima e ndo geracdo de residuos. O imunossensor proposto se mostrou eficaz no
monitoramento de concentracado do hormdnio tireoidiano T3, o que aumenta a expectativa de
aplicacdo para diagnoéstico real de pacientes, pelo fato de utilizar pequeno volume de amostra,

baixo tempo de resposta e possibilidade de miniaturizagao.
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