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Resumo:

A diversidade e as vantagens dos polimeros condutores tém feito desses materiais bons candidatos também em biossensores
por servirem como intermediarios nos processos de interacdo e transducdo. Nesta terceira e ultima parte, sera dada uma
introducédo ao uso dos polimeros em hiossensores, tipos de biossensores e as técnicas usadas na imobilizagdo de biomoléculas.
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Abstract:

The diversity and advantages of conducting polymers have made these materials good candidates for biosensors for they can
act as intermediates in interaction and transduction processes. In this third and final part, we will give an introduction to the use
of conducting polymers in biosensors, as well as the types of biosensors and techniques used to immobilize biomolecules will

be covered in this review.
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1. Polimeros Condutores e Biossensores

1.1. Introducéo

Segundo a definigdo recomendada pela literatura [1,2],
biossensores sdo dispositivos que convertem uma informagéao
quimica, como, por exemplo, a concentracdo de um analito,
em um sinal de utilidade analitica. Nos biossensores 0 sistema
de reconhecimento se d& através de um mecanismo
bioquimico entre o receptor biolégico imobilizado na
superficie de um transdutor e o analito de interesse. A Figura
1 ilustra os principais componentes de um biossensor.

O receptor é o componente biologicamente ativo, o qual
interage de forma especifica com o analito, gerando uma
alteracdo em um ou mais parametros fisico-quimicos. O
receptor biolégico pode ser uma enzima, anticorpo, fragmento
de DNA, organela, uma célula ou at¢é mesmo um
microrganismo [3]. Esta interacdo especifica pode produzir
fons, elétrons, luz ou calor. Desta forma, o receptor €
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responsavel pelo reconhecimento do analito e também pela
especificidade e sensibilidade do biossensor. J& o transdutor é
o0 elemento que percebe as alteragOes causadas pela interagdo
entre o receptor bioldgico e seu analito e as converte num
sinal analiticamente mensuravel, ou seja, que pode ser
eletronicamente visualizado, amplificado e armazenado [4-6].
Com isso percebe-se que o receptor biol6gico e o transdutor
sd0 0s principais componentes no processo de
biossensoriamento.

De acordo com as recomendagdes da IUPAC para
definico, classificacdo e nomenclatura de biossensores [2],
estes podem ser classificados de acordo com o elemento
biolégico, pelo modo de transducdo do sinal, ou por uma
combinacdo dos dois. No caso do sistema de classificacdo
baseado no elemento biolégico o biossensor pode ser
biocatalitico [7,8] (enzimas, células ou tecidos) ou por
bioafinidade [9-11] (antigenos, anticorpos ou fragmentos de
DNA). A classificagdo dos biossensores eletroquimicos
quanto ao tipo de mecanismo de transdugdo pode ser dividida
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em amperométricos, potenciométricos, condutimétricos e
mais recentemente em impedimétricos [12].

Os polimeros conjugados tém atraido muito interesse
como matrizes para imobilizacdo de biomoléculas [13-20],
pois podem servir como intermediarios nos processos de
interacdo entre o receptor e o analito e na transducéo do sinal
com o objetivo de melhorar o tempo de resposta, a
sensibilidade e o limite de deteccdo de biossensores para
diversas aplicagcdes que vao desde o diagnostico de doencas
até determinacdo de contaminantes em agua [21-23].

Neste contexto diversas revisdes ja foram publicadas
sobre 0 uso de polimeros condutores na construgdo de
biossensores [13,14,17,20]. As técnicas de incorporacdo de
enzimas em filmes constituidos por polimeros condutores
depositados eletroquimicamente permitem a manutengdo da
atividade biol6gica das enzimas em eletrodos de diversas
geometrias e tamanhos. Polimeros condutores elétricos

também apresentam grande versatilidade em sua estrutura
quimica. Através de modelamento quimico e novas rotas de
sintese alguns grupos de pesquisa Vvém reportando a
possibilidade de se modular as propriedades eletrdnicas e
mecanicas dessa classe de materiais poliméricos [24]. Outra
vantagem atribuida aos polimeros conjugados reside na
possibilidade de sua sintese eletroquimica permitir a
imobilizacdo de biomoléculas de forma simples na superficie
do eletrodo [15]. Com isso é possivel o controle da
distribuigdo espacial das enzimas imobilizadas, a espessura do
filme e a manutencdo da atividade enzimatica pela
modificagdo nas propriedades do polimero [17,24]. O
desenvolvimento de qualquer tipo de tecnologia neste campo
do conhecimento depende da compreensdo das interacOes a
nivel molecular entre a espécie biolégica e a matriz
polimérica.

(@)

(b)

(©) (d)

Figura 1. Representacdo esquematica do principio de funcionamento de um biossensor: (a) sistema de aquisi¢ao e saida de
dados, (b) transdutor, (c) componente biol6gico e (d) analito e meio.

Os polimeros conjugados também sdo conhecidos por sua
compatibilidade com moléculas biolégicas em solucGes
aquosas neutras [25]. Eles podem ser dopados de maneira
reversivel o que ocasiona em mudangas significativas nas
propriedades elétricas e espectroscépicas do material que
podem ser usadas como um sinal de reagdes bioquimicas.

A condutividade elétrica de um polimero conjugado pode
variar em diversas ordens de grandeza em resposta a variacdes
no pH e potencial redox [25]. Essa classe de materiais
poliméricos tem a habilidade de transferir de forma eficiente
as cargas elétricas produzidas por uma reacdo bioquimica.
Além disso, eles podem facilmente ser depositados na
superficie de um eletrodo. Esta propriedade dos polimeros
conjugados em conjunto com a possibilidade de encapsular
enzimas durante a polimerizac&o eletroquimica é explorada no
desenvolvimento de biossensores enzimaticos amperometricos
[26-29]. Diversos estudos publicados [24,30] revelam que
nanoestruturas baseadas em polimeros conjugados funcionam
como excelentes matrizes para a imobilizacdo de
biomoléculas.

As duas partes iniciais desta revisdo abordaram o0s
principios fundamentais dos poliméricos conjugados [31] e a
segunda parte discutiu a aplicagdo desses polimeros em

sensores [32]. Nesta terceira parte da revisdo serd abordado o
uso de polimeros condutores elétricos em sistemas de
biossensoriamento.

1.2. Classificacao dos Biossensores

Os mecanismos de transdugdo mais comuns utilizados em
biossensores sdo amperometria e potenciometria [5,17],
seguido por métodos Gticos [33-35] (fluorescéncia,
ressonancia de plasma de superficie, SPR, e fibra 6tica), por
gravimetria [36] (microbalanca de cristal de quartzo, QCM) e
por medidas condutimétricas [37,38] (capacitancia,
condutancia e impedancia). As vantagens principais em se
empregar técnicas eletroanaliticas no desenvolvimento de
biossensores se devem ao fato destes geralmente utilizarem
elementos bioativos que sob o contato com o analito alvo se
submetem a reacBes bioquimicas de oxirredugcdo com a
producdo ou o consumo das substancias tais como gas e
espécies idnicas (O,, CO,, NHs, Hy,0,, NH4*, HY, etc.). Estas
reagOes podem facilmente ser monitoradas, por exemplo, pelo
géds e pelos eletrodos ion seletivos [39,40]. Dada a
importancia do mecanismo de transducdo, os biossensores
podem ser classificados em amperomeétricos,
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potenciométricos, Oticos, gravimétricos, capacitivos e
impedimétricos, dentre outros. Outra forma usual de
classificagdo diz respeito ao elemento biol6gico incorporado
no biossensor [41-44].

1.2.1. Biossensor Enzimatico

O principio de biossensores enzimaticos se baseia na
deteccgdo de substancias quimicas geradas ou consumidas pela
reagdo que ocorre entre uma enzima e seu analito.
Geralmente, a enzima interage de forma especifica com um
dado analito, fato este que permite o desenvolvimento de
biossensores com elevada especificidade [45]. Um dos
biossensores enzimaticos mais investigados emprega a
imobilizacdo da enzima glicose oxidase na superficie de um
polimero conjugado, tal como o polipirrol [46,47], a
polianilina [48] ou o politiofeno [49,50]. A interacdo entre a
enzima glicose oxidase e seu substrato a glicose segue a
seguinte reacao:

Glicose + 0, <225 Acido Gluconico + H,0,

Nesta reacdo, a glicose oxidase (GOD) catalisa uma
reacdo de oxiredugdo produzindo perdxido de hidrogénio e
acido glucdnico. A concentracdo de glicose é determinada por
um sensor eletroquimico, geralmente amperométrico ou
potenciométrico, pela medida da quantidade de oxigénio
liberado [51,52].

Foram relatados na literatura diversos biossensores
empregando a glicose oxidase imobilizada em polianilina
[53,54], matrizes de polimeros conjugados e azul da PrUssia
[55,56], em compositos de polimeros conjugados e
nanoparticulas metalicas [49,57-60], em compdsitos de
polimeros conjugados e nanoestruturas de carbono [61-64] e
em materiais hibridos de polipirrol- latex [65]. Outros
polimeros conjugados como o poli(N-metilpirrol) e o
poli(fenilenodiamina) também séo usados como matriz para a
imobilizacdo de glicose oxidase [30].

DNA

+ H2N

Q

(000000

Os hiossensores enzimaticos baseados em polimeros
condutores também foram usados com sucesso na detecgdo de
diversos outros analitos, que incluem uréia [66], vitaminas
[67], pesticidas [68], colesterol [27, 69], e glicerol [70].

O sucesso do desempenho de um biossensor enzimatico
reside basicamente na imobilizagdo das enzimas, tais como a
ascorbato oxidase [67,71], peroxidase de raiz forte (HRP)
[72], acetilcolinesterase [73], e a organofosfato hidrolase
(OPH) [74] no polimero condutor. Alguns autores adotam o
uso de agentes reticulantes como glutaraldeido [75] e
epicloridrina [76,77] para melhorar a adesdo entre o elemento
bioldgico e a matriz polimérica, evitando a perda de material
sensoativo, e levando a uma maior repetibilidade das andlises.
Na se¢do 1.3 serdo abordadas, de forma mais detalhada, as
diferentes estratégias de imobilizagdo de biomoléculas em
matrizes de polimeros condutores.

1.2.2.Genossensores

Os biossensores que empregam DNA ou fragmentos de
DNA podem ser um método promissor para a deteccdo de
organismos patogénicos em alimentos [78,79], diagndstico
clinico [80-82] bem como diversas outras aplicacbes em
biotecnologia [83]. Estes sensores podem ser produzidos pela
imobilizacdo de oligonucleotideos capazes de executar o
reconhecimento molecular do DNA, (vide Figura 2) [84-86].
O reconhecimento molecular é realizado pela hibridizagdo do
DNA com as moléculas de oligonucleotideos presentes na
superficie do sensor [87-89]. Este reconhecimento molecular
pode causar mudangas conformacionais na estrutura do
polimero que refletem em mudangas em suas propriedades
eletroativas. Esta relacdo pode ser detectada por técnicas
eletroquimicas, gravimétricas, 6ticas e condutivimétricas [90-
92]. Baseando-se nesse conceito diversos autores vem
relatando o desenvolvimento de genossensores empregando-
se polimeros como a polianilina, polipirrol [93,94] e
politiofeno [95,96].

DNA

(000000

— polimero

substrato

\4

polimero

Figura 2. Representacdo do principio de funcionamento de biossensores que empregam polimeros funcionalizados com DNA
ou fragmentos de DNA.
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1.2.3. Imunossensores

Os imunossensores sdo baseados em interagdes
especificas que ocorrem entre anticorpos (Ab) e antigenos
(Ag) [44,97] como descrito esquematicamente na Figura 3. Os
anticorpos ou antigenos imobilizados em uma matriz acoplada
a um transdutor tem a finalidade de detectar alteragdes em
sistemas biologicos, como exemplo, no diagndstico de
patégenos [98,99].

Sadik e seus colaboradores [100] usaram voltametria
ciclica (CV) e espectroscopia eletroquimica de impedancia
(EIS) para estudar a interagdo de polimeros conjugados
modificados com anticorpos. Como exemplo, tem-se o estudo
de interacdo entre a albumina humana (HSA) e um eletrodo

o O (-

<>C> o sinal

(fisico, quimico)

contendo polipirrol e o anticorpo imobilizado. Os autores
propuseram um mecanismo de troca idnica no eletrodo de
polipirrol modificado com anticorpo que envolve as
interacfes entre o antigeno carregado negativamente em um
pH neutro [100]. Os imunossensores a base de polianilina
foram usados em diversas aplicagfes como na determinagéo
da concentragdo de imunoglobulinas [101] e para a
monitoracdo em tempo real de interagbes bioespecificas
[102,103]. Como exemplo tem-se o0 imunossensor de
polianilina modificado com antiatrazina e consegue detectar
concentracdes de atrazina na faixa de 28 ppb o que demonstra
seu potencial para a anélise de muitas substancias do interesse
ambiental, biomédico e farmacéutico [102].

sinal elétrico

S

camada bioativa

Interacdo Ab-Ag

v

—

i

T

transdutor EEs==s======i:

Saida, procesamento e
visualizagdo do sinal

Figura 3. Representacdo esquematica de um imunossensor.

1.2.4. Sensores microbianos

Microorganismos  podem  consumir ou liberar
determinados metabdlitos eletroquimicamente ativos (Hy,
CO,, ou NH3) em contato com o analito de interesse [104].
Uma vez que a quantidade destas substancias é geralmente
proporcional a concentracdo da espécie alvo microorganismos
podem ser utilizados como o elemento bioativo do biossensor
[105]. A estabilidade a longo prazo é um dos interesses
principais para este tipo de biossensor, assim uma matriz ideal
deve ser biocompativel e eficiente aos microorganismos
[106]. Os sensores microbianos podem ser usados para a
deteccdo de muitas substancias tais como pesticidas [107],
etanol [108], fenol [109], urénio [110], e em medidas de
demanda bioquimica de oxigénio (DBO) para o controle em
linhas de processos bioquimicos [111].

Apesar de haver poucos trabalhos [112] com polimeros
conjugados como matriz de imobilizagdo  para
microorganismos, o uso de filmes porosos nanoestruturados
de polimeros condutores podem ser promissores para esta
classe de biossensores. Como exemplo, pode-se citar o
trabalho de Palmqvist e colaboradores [113], no qual os
autores desenvolveram um biossensor para a deteccdo de
atividade metabdlica em células de levedura baseado em um
filme de polipirrol contendo agarose e Saccharomyces
cerevisiae imobilizado. Um método potenciométrico
galvanostatico foi usado para medir a resisténcia do sensor.

Os autores relataram que o sensor respondeu dentro de 20
minutos aos aumentos na concentracdo de glicose pela
resisténcia diminuida (40% por 5 g/l). Quando o metabolismo
foi inibido por uma substancia téxica a resposta desapareceu.
O dispositivo podia ser recondicionado lavando a camada de
agarose com agua quente, seguida pela aplicagdo de uma nova
deposicdo de agarose e Saccharomyces cerevisiae. Mais

recente outros autores vém reportando [114,115] a
imobilizacdo  de  diversos  microorganismos  como
Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter calcoaceticus,

Serratia marcescens, Escherichia coli e Brevibacterium
ammoniagenes em matrizes de polimeros conjugados.

1.3. Técnicas de Imobilizagéo

A imobilizacdo de biomoléculas é uma importante etapa
no desenvolvimento de biossensores. Muitos livros e artigos
contem milhares de protocolos para imobilizacdo de
biomoléculas [13]. As principais estratégias de imobilizacdo
podem ser descritas como sendo adsorcéo, ligagdo covalente,
encapsulamento, ligagdo cruzada ou afinidade (Figura 4).

A imobilizacdo de biomoléculas é uma pe¢a chave no
desenvolvimento eficiente de biossensores como controle de
suas propriedades como boa estabilidade e tempo de
estocagem, alta sensibilidade e seletividade, baixo tempo de
resposta e alta reprodutibilidade. As biomoléculas
imobilizadas devem manter sua estrutura, funcéo e atividade
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bioldgica apds imobilizacdo e ndo serem dessorvidas durante
0 uso. Além disso, um biossensor ideal deve apresentar
facilidade de armazenamento e elevado tempo de estocagem.
O tipo de imobilizacdo afeta a atividade e estabilizadade das
biomoléculas. Fatores como a precisdo das medidas e a
repetibilidade sdo fortemente influenciados pela estabilidade
da biomolécula imobilizada.

Muitos grupos de pesquisa tém dedicado esforcos para
desenvolver estratégias de imobilizacdo cada vez mais
eficientes [116,117] devido ao fato do desempenho analitico
de um biossensor ser extremamente influenciado pelo
processo de imobilizacao.

A escolha da técnica de imobilizacdo mais adequada
depende da natureza da biomolécula, do transdutor e do

método de detec¢do que serd empregado. O melhor método de
imobilizacdo também serd uma fungdo da propriedade de
interesse que desejamos focar durante o projeto do biossensor.
Como por exemplo, a sensibilidade sera reduzida no caso de
uma enzima sofrer desnaturagdo ou  mudancas
conformacionais [118]. Uma maior sensibilidade sera
alcancada com a orientagdo das enzimas na superficie do
transdutor de forma a favorecer a exposi¢cdo de seu centro
ativo. O emprego de polimeros condutores no
desenvolvimento de biossensores constitui numa excelente
alternativa para melhorar o desempenho de um biossensor
[119-121].
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Figura 4 Principais Estratégias de Imobilizacdo: (a) adsorcéo, (b) ligagdo covalente, (c) ligacdo cruzada, (d) encapsulamento e
(e) afinidade.

Uma das etapas fundamentais na construgdo de um
biossensor é a deposicdo do elemento bioldgico na superficie
do transdutor de interesse. Este processo € conhecido como
imobilizacdo. Existem cinco métodos principais de
imobilizacdo baseados em diferentes mecanismos de interagéo
entre o elemento bioldgico e a superficie do transdutor.

A adsorcao fisica e quimica sdo os métodos mais simples
e que envolvem menor preparagdo. Através da utilizagdo de
ligacBes covalentes entre um grupo funcional da biomolécula
e a superficie do suporte s6lido pode-se obter um controle
mais preciso da imobilizacdo do elemento biol6gico
[116,117]. Porém, a ligacdo obtida & fraca, no caso da
adsorcdo fisica, e desordenada, no caso da adsor¢do quimica,
e ndo garante um dispositivo estavel. Esses fatores levam a
uma adsorcdo ndo especifica na superficie do eletrodo que
compromete o desempenho do biossensor.

A necessidade do desenvolvimento de biossensores cada
vez mais sensiveis e com menor limite de deteccdo ocasionou
na investigacdo de novas estratégias de imobilizacdo. O
encapsulamento foi o método utilizado em alguns dos
biossensores desenvolvidos recentemente. Nele o elemento
bioldgico se encontra envolto por uma membrana que limita
sua contaminagdo e deterioragdo. O encapsulamento pode
proteger 0 componente biolégico de mudangas na
temperatura, pH, forca i6nica e composicdo quimica. Além

disso, a membrana pode ser permeavel a algumas substancias
(moléculas pequenas, gases e elétrons) que se deseja detectar.

Na técnica de encapsulamento o material bioldgico pode
ser retido numa matriz gelificada. Contudo o gel pode servir
de barreira a difusdo do analito e resultar na perda de sua
funcionalidade [5, 116].

A imobilizacdo de componentes bioldgicos em
superficies de forma especifica é de grande interesse na area
de biossensoriamento. Para que o biossensor apresente boas
caracteristicas a imobilizacdo deve garantir que a biomolécula
ndo perca sua funcionalidade (Figura 5).

Uma das técnicas utilizadas atualmente consiste na
imobilizacdo através de nanoestruturas de polimeros
conjugados obtido por diversas rotas quimicas e fisicas e que
permitem o controle da morfologia e propriedades do sistema
hibrido polimero/elemento biolégico a nivel molecular.

A Tabela 1 traz um sumario das principais vantagens e
desvantagens de cada método de imobilizagdo. Em alguns
casos, 0s protocolos de imobilizacdo podem ser uma
combinagdo de diversos métodos de imobilizagdo. Por
exemplo, uma enzima pode ser pré imobilizada em
nanoparticulas por adsorcao, afinidade ou ligagdo covalente e
em seguida estas nanoparticulas encapsuladas numa matriz
polimérica.
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Figura 5. Representacdo esquematica de adsor¢éo especifica (a) e ndo especifica (b).

Tabela 1. Principais metodologias de imobilizacdo de biomoléculas.

Natureza Vantagens Desvantagens Exemplos
Adsorgéo Forgas fracas Simplicidade Dessorcdo [122,
Adsorcdo ndo especifica 123]
Ligacéo Ligacdes quimicas entre grupos Sem barreira de difuséo Matriz ndo regeneravel [124,
Covalente funcionais da enzima e matriz de Estabilidade Emprego de reagentes 125]
imobilizacdo Baixo tempo de resposta toxicos
Encapsulamento  Incorporagdo em um gel ou Versatilidade Barreira de difusdo [126-129]
matriz polimérica Né&o existem ligagdes
quimicas que possam afetar
atividade bioldgica
Ligacdo Cruzada Ligacdo entre biomolécula e Simplicidade Elevada  perca de [130-132]
agente de reticulacio atividade biolégica
Afinidade LigacBes devido a afinidade Imobilizagdo controlada e Necessidade da [133-135]
bioldgica entre grupos funcionais orientada existéncia de grupos
especificos especificos.
2. Considerac0es Finais [3] Vo-Dinh, T., B. Cullum, Biosensors and biochips:
advances in biological and medical diagnostics.
O uso de polimeros de conjugados também tem crescido Fresenius Journal of Analytical Chemistry, 2000.
significativamente na &rea de ciéncia e tecnologia de 366(6-7): p. 540-551
biossensores devido a vantagens, tais como a sua [4] Castillo, J., et al., Biosensors for life quality -
disponibilidade,  diversidade, facilidade de sintese, Design, development and applications. Sensors and
possibilidade de incorporacao de diferentes espécies dopantes Actuators B-Chemical, 2004. 102(2): p. 179-194.
e a imobilizacdo de biomoléculas. Entre as funcbes dos [5] Grieshaber, D., et al., Electrochemical biosensors -
polimeros conjugados em biossensores estdo 0 seu Uso como Sensor principles and architectures. Sensors, 2008.
intermedidrios nos processos de interagdo receptor/ analito e 8(3): p. 1400-1458
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