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RESUMO

Os biossensores a base de glicose oxidase sdo de grande importancia para
monitorar a glicose no sangue, além de auxiliar no diagnostico e tratamento de
doencas como a diabetes. Neste trabalho foi desenvolvida uma plataforma com
um material condutor a base de silica, titania e carbono grafite para servir como
matriz de imobilizacdo de nanoparticulas de ouro e enzima glicose oxidase.
Tanto a sintese do material condutor quanto a forma de imobilizagdo foram
realizadas pelo método sol-gel, sendo que a técnica de spin-coating foi
empregada para formacao de filmes na superficie das plataformas feitas a partir
do material matriz. Além disso, um silsesquioxano i6nico foi obtido para
estabilizacdo das nanoparticulas de ouro. O material condutor foi caracterizado
por microscopia eletronica de varredura e isotermas de adsorgéo e dessorgéo de
N2 com a finalidade de conhecer a sua morfologia e textura. As nanoparticulas
foram submetidas a espectroscopia no UV-visivel e microscopia eletrénica de
transmissao para confirmar sua estabilizagéo. Por altimo, foram realizados testes
eletroquimicos como a voltametria ciclica e cronoamperometria para verificar a
atividade da enzima na plataforma. Os resultados obtidos permitem dizer que: o
material condutor apresenta mesoporos, € uma superficie com poucas
rugosidades; as nanoparticulas de ouro foram estabilizadas com sucesso no
tamanho aproximado de 10 nm de diametro; o biossensor apresenta boa
sensibilidade, tendo como limite de deteccdo e quantificacdo 0,508 mmol L e

1,69 mmol L™ respectivamente.

Palavras-chave: Biossensor; Glicose; Glicose oxidase; sol-gel,
Filmes; Nanoparticulas de ouro



ABSTRACT

The biosensors based on glucose oxidase are of great importance for monitoring
the glucose in blood, besides helping in diagnostic and treatment of diseases like
diabetes. In this work was developed a platform with a conductor material made
of silica, titania and graphite carbon to be used as base for immobilization of gold
nanoparticles and glucose oxidase enzyme. Both the synthesis of an conductor
material and the form of immobilization were realized by sol-gel process, the spin-
coating technique was used for the formation of films on the surface of plataforms
made of the base material. Furthermore, a silsesquioxane ionic was obtain for
the stabilization of gold nanoparticles. The conductor material was characterized
by scanning electron microscopy and adsorption and desorption of N2 with the
goal of know the morphology and texture. The nanoparticles were submitted to
UV-Vis espectroscopy and transmission electron microscopy to confirm the
stabilization. Lastly the electrochemistry tests like cyclic voltammetry and
chronoamperometry were realized to verify the enzyme activity on the platform.
The obtained results allow to say that: the gold nanoparticles were successful
stabilized at the size of about 10 nm of diameter; the biosensor shows good
sensibility, with an limit of detection and quantification of 0,508 mmol L' e 1,69
mmol L respectively.

Keywords: Biosensor; Glucose; Glucose oxidase; Sol-gel;
Films; Gold nanoparticles
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1. Introducéo

As técnicas de deteccdo j4 sdo utilizadas em setores industriais, na
agricultura, no meio ambiente, na pesquisa académica e também em hospitais.
Elas sao utilizadas como forma de garantir que determinado substrato, seja
alimento, bebida, solos, 4gua ou sangue esteja dentro dos parametros desejados
e sem a presenca de contaminantes. Os cuidados com a saude trazem consigo
muitos avancgos tecnoldgicos, sendo um campo de estudos com muita demanda
e desafios, no qual sdo desenvolvidas diversas formas de sintese de farmacos e
testes para diagndsticos de doencas ou parametros fisioldgicos de seres vivos.
Alguns desses diagnosticos sao feitos em centros especializados e outros na
propria residéncia do paciente. Os biossensores comerciais entram nesse
contexto, sendo uma forma rapida e precisa para informar as condi¢bes de
diagnostico. Os biossensores séo ferramentas analiticas que possibilitam a
medicdo direta de um analito, normalmente sdo empregadas enzimas
imobilizadas nestes dispositivos e as suas caracteristicas variam de acordo com
a espécie a ser detectada.

Entre os tipos de biossensores, o0s eletroquimicos tém ganhado muita
atencao por serem simples e de facil manipulagcédo, sendo possivel miniaturiza-
los para a fabricacdo de equipamentos portateis. Estes dispositivos tém como
desafio a imobilizacdo das enzimas, pois muitas vezes a disponibilidade do sitio
ativo fica obstruida ou entdo a enzima sofre lixiviagado ou desnaturacdo. Uma das
formas mais atraentes para promover a melhor imobilizacdo e eficiéncia é pelo
método sol-gel na forma de filmes sobre um substrato condutor, que desta forma
garante a distribuicdo homogénea da enzima. Tal método também é utilizado na
obtencdo de suportes condutores carbono-ceramicos a base de silica, que
reanem caracteristicas ideais para o0 uso em biossensores eletroquimicos, sendo
elas a estrutura rigida e a resisténcia quimica. Além disso, tem sido relatado que
a aplicacdo da nanotecnologia em biossensores colabora para aumentar a
velocidade e a sensibilidade de deteccao, as nanoparticulas metalicas sdo um
exemplo, podendo ser incorporadas pelo mesmo método de imobilizacdo de
enzimas. Tais nanoparticulas apresentam boa compatibilidade biologica e
propriedades fisico-quimicas unicas.

Esses dispositivos tém sido muito utilizados na medicina para ajudar no

tratamento de pacientes que possuem diabetes, caracterizada por apresentar
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quantidades superiores a 7,0 mmol L™ de glicose em jejum (SA, 2014). A
incidéncia dessa doenca tem aumentado, estima-se que a diabetes do tipo 2
aumente de 177 milhdes casos registrados em 2000 para 366 milhdes de casos
em 2030, sendo que 90% de todos os casos de diabetes sdo desse tipo. A
doenca traz consigo complicagbes como insuficiéncia renal, amputacdo de
membros inferiores, cegueira, doenca cardiovascular, entre outras. Portanto, a
deteccdo de glicose em pacientes é de grande importancia para que sejam
diagnosticados e tratados para evitar consequéncias nocivas.

Neste trabalho, foi desenvolvido um método simples, préatico e barato de
desenvolver um biossensor eletroquimico de glicose, através da imobilizacao de
enzimas e nanoparticulas metalicas na forma de filmes em um compdsito
condutor a base de silica/titania/grafite obtida pelo método sol-gel, possibilitando
a deteccdo em solugcdo aquosa através de eletrodos auto suportados com

propriedades diferenciadas, como atividade catalitica e sensibilidade.

2. Reviséo Bibliografica
2.1.Biossensores

Os biossensores sao dispositivos capazes de detectar um analito em um
meio, seja uma espécie quimica ou bioldgica, através da reacdo quimica que
envolve transferéncia de elétrons, podendo gerar resultados quantitativos e
gualitativos. Ele é capaz de transformar uma informacéo quimica em um sinal
analitico que pode ser usado na determinacdo da concentracdo de um
componente. Alguns parametros a serem levados em consideracao na utilizacéo
ou producédo desses dispositivos sdo destacados na tabela 1. O primeiro a ser
desenvolvido foi por Clark e Lions em 1962, quando combinaram a enzima
glicose oxidase (GOx) com uma membrana permeavel, em eletrodos de Platina
(CLARK JR; LYONS, 1962). Tal dispositivo era capaz de detectar o consumo de
oxigénio em potenciais de reducdo, sendo possivel quantificar a variacdo da

concentragdo de oxigénio, que era proporcional a concentracdo de glicose.

Tabela 1: Descri¢do das caracteristicas ideais de um biossensor.

Caracteristicas Descricao

Tempo de andlise Analises rapidas com respostas para o analito
alvo em “tempo real”

Sensibilidade Alta sensibilidade permite a deteccdo de baixas
concentragdes de analito alvo e baixas analises
falso-negativas
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Seletividade A anadlise especifica permite a discriminagédo
entre o analito alvo e outras espécies
relacionadas e minimiza andlises falso-negativas

Reprodutibilidade A andlise deve ser altamente reprodutivel, a fim
de forncer uma anadlise confiavel e de féacil
calibragéo.

Preciséo O dispositivo deve ser altamente preciso, ou

seja, resultados falso-positivos e falso-negativos
s80 minimizados.

Robustez O biossensor deve ser insensivel as condi¢cdes
ambientais (temperatura, pH, interferéncias
eletrbnicas, e outros)

Custo unitéario e Baixo custo unitario e operacional para

operacional reagentes e outros materiais, permitindo uma
aplicacdo mais ampla do sistema de
biossensores.

Tamanho e peso Possibilidade de miniaturizacdo

Regeneracgéo A capacidade de regeneracao da superficie de
ligacdo, permitindo mdltiplas medicdes pelo
mesmo elemento € ideal, embora plataformas de
uso Unico é suficiente

Deteccédo de Um biossensor que pode detecctar varios
multianalitos analitos simultaneamente é altamente desejavel
Interface com o Idealmente, sdo desejados sistemas altamente
usuario automatizados, ou que exigem pouco

conhecimento e habilidades do operador.

Fonte: ALVES, 2014.

2.1.1. Funcionamento e classificagdo dos biossensores

Essencialmente os biossensores sdo constituidos de trés partes principais
(Figura 1): a primeira € o elemento de reconhecimento biologico - que podem ser
enzimas, proteinas com alta atividade catalitica e boa seletividade, anticorpos,
proteinas com excelente seletividade similares a enzimas, micrdbios, formas de
vidas microscépicas que baseiam as medidas no seu metabolismo e apresentam
boa estabilidade, ou &cidos nucleicos, que de acordo com a pureza e comprimento
influenciam o desempenho do biossensor. E onde o analito alvo interage e é
reconhecido seletivamente, gerando um sinal elétrico proporcional em magnitude
e/ou frequéncia a sua concentracdo. A segunda parte, o transdutor, converte o
estimulo gerado em um sinal mensuravel (HIGSON, 2009). O amplificador é a

terceira parte, onde o sinal convertido € processado de uma forma que seja

possivel ler e interpretar as informacdes desejadas.

O transdutor pode ser classificado de diferentes formas: eletroquimico, em

gue envolve uma reacdo eletroquimica na superficie do transdutor entre bio-
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receptores ou biomarcadores e analitos detectaveis produzindo um sinal
eletroquimico. As moléculas de bioreceptor reagem especificamente com analitos
alvo que, para serem detectadas, geram um sinal elétrico correspondente em
termos de voltagem, corrente, impedancia, capacitancia, etc (MALHOTRA,
2018). Optico, constituido de sondas de fibras Oticas com o elemento de
reconhecimento biolégico (normalmente enzimas), tem duas fibras, uma para
emissao de luz e outra para detec¢cdo da mudanca da densidade 6ptica do meio.
Piezoelétricos sao transdutores que tém seu funcionamento baseado na
frequéncia de oscilacdo emitida por um cristal. O elemento biolégico (enzima,
microbio, anticorpos, DNA) que esta na sua superficie interage com o analito e
promove um estimulo elétrico, podendo ocorrer também alteracdo de massa
devido a incorporacdo da substancia, alterando entdo a frequéncia detectada.
Termomeétrico/calorimétrico séo transdutores que envolvem a emissdo ou
absorcao de radiacao eletromagnética na forma de calor que € emitida durante a
reacdo de interacdo. A escolha do tipo de transdutor vai depender do material

biolégico que interage com o analito (FURTADO, 2008).

Figura 1: Representacdo esquemética de um biossensor.

[ st >

E
\V/ O
0O
VAN
Suporte
:
Transdutor
:
Unidade

de Sinal

Processadora

Analito  Componente Biologico

Fonte: Adaptado de OLIVEIRA, 2016

Os biossensores eletroquimicos amperométricos sao aqueles que tém
como principio de funcionamento a medida da corrente elétrica. Enquanto o
potencial varia dentro de uma faixa especifica, eles foram sendo aprimorados com
0 avanco da tecnologia. Existem trés formas de distinguir o modo de operacao e
producéo deles. Os de primeira geracdo sao os que tém suas medidas em funcéo
de um substrato natural ou de um produto de uma reacdo enzimatica, os de
segunda geracao utilizam agentes mediadores como transportadores de elétrons
para que a reacao ocorra, e 0os de terceira geracado sao aqueles que utilizam a

transferéncia direta de elétrons entre a enzima e o eletrodo (Figura 2).
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Figura 2: Esquema representando o funcionamento de biossensores eletroquimicos amperomeétricos de

(A) primeira, (B) segunda e (C) terceira  geracao

R (A)
e
substrate
electrode H,0,
product
e
0O,
electrode
M,, - substrate
&
€ M, = product
electrode substrate
@
=]
e 4 E‘
= product

Fonte: Adaptado de FREIRE, 2003

2.1.2. Biossensores eletroquimicos de glicose

Principalmente utilizado na area da saude, esse tipo de biossensor € de
extrema importancia no monitoramento dos niveis de glicose em pacientes
portadores de doencas como a diabetes. Para que seja possivel a detec¢céo da
glicose nesses equipamentos sem a interferéncia de compostos presentes no
sangue, como acido ascorbico e acido Urico, € necessaria a utilizacdo de um
baixo potencial, caso contrario os interferentes reagiriam em paralelo com o
analito. Para isso sdo utilizadas moléculas mediadoras e/ou imobilizacdo das
enzimas (MASCAGNI, 2017). A alteracdo na corrente elétrica é causada pelo
transporte de elétrons provenientes da reacdo de oxidacado da glicose causada
pela enzima GOx, a qual possui em sua estrutura o cofator flavina adenina
dinucleotideo (FAD) que é reduzido a FADH2 conforme a reacdo da Figura 3. As
enzimas imobilizadas em substratos contendo nanomateriais como grafeno,
nanotubos de carbono e nanoparticulas metalicas a conducéo elétrica € maior
(TELLECHEA, 2012). Unindo as caracteristicas de imobilizacdo e transporte

direto de elétrons foi obtido um biossensor de terceira geragéo.



Figura 3: Reacéo de reducéo do cofator FAD presente na GOXx.
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Fonte: Elaborado pelo autor

2.1.3. Biossensores eletroquimicos e a economia

Um biossensor de sucesso e com alta eficiéncia deve se ajustar aos
seguintes parametros: ser simples, ter rapida deteccdo, de facil operacdo, com
custo competitivo, ter um tamanho pequeno que possibilite a automacao e ser
adequado para suportar diferentes elementos de reconhecimento biol6gico. No
mundo, é estimado que o investimento anual em pesquisa e desenvolvimento de
biossensores chegue a US $300 milhdes, possibilitando a publicacao de artigos
cientificos e a criacdo de patentes. Na figura 4 vemos a receita em milhdes de

dolares ao longo dos anos referente a comercializagéo de biossensores.

Figura 4: Representacgédo grafica do mercado de biossensores em milhdes de dolares, dados
de fontes comerciais primarias e secundarias.
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Fonte: Adaptado de MALHOTRA; ALlI, 2018

Em 2015, aproximadamente 71% da receita foi proveniente dos
biossensores eletroquimicos, que engloba os biossensores de glicose, que no
mesmo ano contribuiram com o valor de US $15,3 bilhdes, sendo os mais
amplamente vendidos (MALHOTRA,; ALlI, 2018). Eles sdo comercializados com o
nome popular de medidor de glicose, estando disponiveis tanto o aparelho
eletrbnico quanto as tiras (Figura 5). O equipamento é portatil e simples de utilizar,
sendo ele que faz a transducdo e o processamento do sinal elétrico,
transformando-o em um valor legivel e condizente com o nivel de glicose

sanguineo. As tiras sdo onde ocorre a reacao eletroquimica que envolve a glicose.

Esses dispositivos e tiras podem ser encontrados facilmente em lojas

online e farmacias com uma média de preco de R$ 56,72 para o aparato
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eletrbnico, sendo que existem diversas marcas, enquanto que para as tiras, que

devem ser compativeis com a parte eletrénica, o preco médio € de R$ 1,19. Os
precos variam em funcdo da qualidade do produto, por exemplo, algumas tiras
possibilitam uma segunda leitura caso seja depositado em menos de 30 segundos
apos a primeira. Outra questao é o tempo de avaliacdo, podendo ser de 5 até 10

segundos. A composicdo das tiras € fornecida por poucos fornecedores,
indicando a presenga de enzimas GOx e um mediador.

Figura 5: Fotos de aplicagdo do medidor de glicose (A) e tiras de deteccdo de glicose (B)
ambos da marca G-Tech.
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Fonte: Website Magazine Luiza (2021)

2.2 Enzima Glicose Oxidase

As enzimas sao, em sua maioria, proteinas, atuam com grande potencial,
sendo catalisadores bioquimicos. Podem ser classificadas de acordo com o tipo
de reacdo catalisada (Tabela 2). No geral, a velocidade reacional de uma
degradacao usando enzimas, em comparacao a agentes quimicos € muito maior,
assim como sua seletividade. Atuam em faixas especificas de pH e temperatura,
€ caso esses parametros sejam alterados correm o risco de sofrerem

desnaturacao e perderem sua atividade catalitica (MASCAGNI, 2017).

Tabela 2: Classificagdo das enzimas de acordo com o tipo de reagéo catalisada.

Classe Nome da classe Tipo de reagdo catalisada

nO

1 Oxidorrestudades Transferéncia de elétrons (ions
hibrido ou atomos de H)

2 Transferases Reacdes de transferéncias de
grupos

3 Hidrolases Reacdes de hidrélise

(transferéncia de grupos
funcionais para a agua

4 Liases Clivagem de C-C, C-O, C-N ou
outras ligagcdes por eliminacéo,
rompimento de ligacdes duplas



ou aneis ou adicdo de grupos a
ligacdes duplas

5 Isomerases Tranferéncia de grupos dentro
de uma mesma molécula

6 Ligases Formacéao de ligagbes C-C, C-O,
C-S e C- N por reacdes de
condensacéo acopladas a

hidrélise de ATP ou cofatores
similares

Fonte: Adaptado de NELSON, 2015.

Neste trabalho, temos interesse especificamente nas enzimas de classe 1,
oxirredutases, em que se encaixam as enzimas Gox, que Sa0 responsaveis por
catalisar as reagdes de oxidagdo da B-D-glicose em D-glicono-d-lactona, que
posteriormente hidrolisa em acido gliconico gerando peroxido de hidrogénio
(H202). Essa reacéo pode ser dividida em duas partes: a primeira etapa é a
reducdo da GOX, em que ocorre a oxidagao da (3-D-glicose para D-glicono-6-
lactona, reduzindo FAD a FADH2 processo. A segunda parte € a etapa de
oxidacao, em que a GOXx reoxida pelo oxigénio para produzir H202 (REIS, 2016)
(Figura 6). Elas sdo encontradas naturalmente em uma série de fungos como
Talaromyces flavus, Pleurotus ostreatus, varios do género Penicillium e alguns
insetos. Industrialmente € considerada muito importante, abrange areas como
industria farmacéutica e de alimentos, sendo usada para controlar o teor
alcodlico de vinhos, por exemplo, diminuindo a glicose para que ndo seja
fermentada. Além disso, essa enzima possui atividades antioxidante,
conservante e estabilizante em alimentos, contribuindo para a diminuicdo de
oxigénio ativo e, assim como no caso dos vinhos, diminuindo a glicose presente
em alimentos para que ndo ocorram reacdes indesejadas, como no caso de

alimentos que possam sofrer reacéo de Maillard.

Por dltimo, e mais importante para este estudo, essa enzima tem a
capacidade de ser utilizada como forma de detectar glicose em solucdes
aguosas como o0 sangue humano, em bebidas e amostras sélidas diluidas
(SOUSA, 2017). Possui ponto isoelétrico em pH 4,2 e sua atividade 6tima ocorre
na faixa de pH entre 3,5 e 6,5. Em questao de temperatura, tem instabilidade
notada a partir de 40°C e em temperaturas maiores corre o risco de sofrer

desnaturacao.
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Figura 6: Esquema representando a rea¢édo da GOX.
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Fonte: Adaptado de SOUSA, 2017

2.3Imobilizac&o enzimatica

O método de imobilizacdo de enzima é um fator crucial para determinar a
sua atividade e desempenhar boa atividade catalitica. Esse termo é utilizado
para descrever a retencdo de uma biomolécula, técnica que é utilizada desde o
século XX nas pesquisas académicas e na industria almejando diminuir
situacOes adversas como ma solubilidade, variacdes de pH e temperatura, além
de possibilitar o reuso, ainda que a atividade catalitica seja reduzida
(MESQUITA, 2018). Existem quatro formas principais de fazer a imobilizac&o
(Figura 7): adsorc¢ao, aprisionamento/encapsulamento, ligagcéo cruzada e ligacao
covalente. (SANTOS, 2012). De acordo com o apresentado por Mesquita (2018)

as quatro formas podem ser assim caracterizadas:

- Adsorcéo: Uma das primeiras técnicas reportadas, considerada uma das mais
simples e rapidas. E um método reversivel e sua interacdo entre enzima e
substrato é baseada em forcas de Van der Waals, interacao hidrofdbica e ligac6es
de hidrogénio, apresenta a desvantagem de dessor¢cdo caso sejam variados a

temperatura, pH ou forca idnica,

- Aprisionamento/encapsulamento: nesse método a enzima € confinada
irreversivelmente em uma reticulacdo polimérica na superficie do suporte,
impedindo que ela entre em contato direto com o meio reacional, garantindo
maior estabilidade. E um método simples e eficiente, porém, a transferéncia de
massa para o sitio ativo da enzima se torna limitada, além disso, a porosidade
do material usado deve ser levada em consideracao, pois caso seja muito maior

gue o tamanho da enzima causara a sua perda;

- Ligacé&o cruzada: nesse tipo de imobilizacdo a enzima forma uma rede rigida e
reticulada, é irreversivel e as enzimas formam uma estrutura tridimensional

complexa. O agente de reticulacdo possui ao menos duas extremidades reativas



para que possa se ligar nas enzimas. Essa reticulacao torna o tempo de resposta
do biossensor um pouco mais elevado, além de ser pouco reprodutivel,

apresentar baixa estabilidade e ter chance de perder a enzima no processo.

- Ligagdo covalente: € um dos métodos mais utilizados, tem como base a
formacdo de ligacdo através de grupos funcionais da superficie do suporte aos
grupos funcionais de residuos de aminoacidos da enzima. A atividade da enzima
vai depender do tamanho, forma, composicao do suporte e condi¢cdes da reacao.
Sao utilizados agentes espacadores para que a enzima tenha s6 uma ligacéo ao

suporte e fique livre com seu sitio ativo disponivel.

Figura 7: Esquema representando formas de imobilizagdo enzimatica.
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Fonte: Adaptado de FURLANI, 2020.
2.4 Filmes

Em constante estudo e aprimoracéo, os filmes finos sédo alvo de pesquisa
cientifico-tecnologica que envolvem areas como quimica, biologia, fisica e
engenharias. Eles podem ser condutores, semicondutores ou ndo condutores,
além disso, existe a possibilidade de serem modificados através da dopagem.
As principais aplicacbes incluem areas de estudo da Optica, medicina, e
principalmente em eletrénica, alguns exemplos: displays, circuitos eletrénicos,
biomateriais, lentes, revestimento de objetos, células solares. O termo filme
significa que a matéria esta distribuida de forma planar, em que sua espessura
€ muitas vezes menor que as outras dimensdes. Os filmes finos envolvem o
estudo dos materiais e suas caracteristicas, podendo sua estrutura variar de
poucos nandmetros até milimetros, sendo classificados de acordo com a
espessura em: nanomeétricos (0,1 — 100 nm), micrométricos (0,1 — 100 uym) e
milimétricos (0,1 — 100 mm) (ZARPELON, 2014). E importante ressaltar que por

apresentarem duas interfaces tdo proximas uma da outra, as caracteristicas e
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fendmenos que definem o mesmo material em uma espessura maior podem ser
diferentes de quanto ha a formacé&o de um filme fino, pois a relacdo superficie e
volume é alterada (ECKERTOVA, 2012).

Uma das caracteristicas relevantes para este estudo é em relagdo a
aderéncia do filme ao material de suporte, caso ndo haja contato o suficiente,
haverd interferéncia do sinal eletrénico transmitido e consequentemente erro na
leitura de dados (DOMINGUES, 2013). Além disso, a forma que o filme fino é
formado também influencia nas propriedades. Essa aderéncia pode ser de dois
tipos principais: reacédo do filme com a superficie do substrato ou formacéo do
filme por deposi¢cdo sem reacdo. A segunda forma tem maior relevancia para
este trabalho, pois engloba a técnica de deposicéo a partir de liquidos, a qual foi
utilizada. Neste processo a espécie, em forma liquida, € gotejada e centrifugada
sobre o substrato (TATSCH, 2000).

2.4.1 Spin-coating

Essa técnica tem como fundamento a deposi¢cao de um liquido sobre um
substrato sob condicao de rotacao, ocorrendo o espalhamento do liquido na sua
superficie através da forca rotacional. Parametros como rotacdes por minuto,
tempo de rotacéo e volume de liquido sdo modificados conforme desejado para
gue o filme fino seja formado com caracteristicas especificas. Ha quatro estagios
envolvidos nessa técnica (Figura 8): deposicdo do fluido, aceleracdo do
substrato, remocédo de excesso do fluido e evaporacdo das espécies volateis

enquanto rotaciona em velocidade constante (TYONA, 2013).
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Figura 8: Representacéo esquematica das 4 etapas da técnica de spin coating.

(i)
Deposition Spin up
(iii) l;‘ (iv)
Spin off Evaporation

Fonte: YILBAS, 2019

2.5 Nanoparticulas metalicas

As nanoparticulas (Nps) metalicas sdo agregados de atomos de um
elemento metalico, como ouro, prata e cobre, que possuem tamanho definido
para aplicacdo nanotecnoldgica. Assim como nos filmes finos, as propriedades
das Nps séao diferentes do material na sua forma massiva, também denominado
de “bulk” (SANTOS 2015). As nanoparticulas de ouro (AuNps) apresentam boa
compatibilidade com materiais biologicos, boa resisténcia mecanica e alta
condutividade elétrica, tornando-as 6timas para a producdo de biossensores.
Além disso, as Nps aumentam a sensibilidade do sensor ou biossensor através
da transferéncia direta de elétrons entre o centro ativo da enzima e o eletrodo,
sem a necessidade da utlizacdo de uma espécie quimica mediadora
(JANEGITZ, 2012). Apesar de serem utilizadas em tecnologias avancadas, as
Nps metalicas vém sendo identificadas em diversos artefatos historicos da

humanidade (Figura 9).
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Figura 9: Imagem da Taca de Lycurgus

Fonte: Pagina Ovni Hoje (2017)

As AuNps apresentam baixa toxicidade, ampla faixa util de potencial
eletroquimico, baixa reatividade e biocompatibilidade, exibem uma coloracéo
vermelho escuro quando estabilizadas e s&o as que apresentam maior
estabilidade apos adicdo de um agente quimico estabilizante. Elas sdo muito
utilizadas em areas de desenvolvimento de nanoeletronica, sensores, otica e
catalise (JANEGITZ, 2012). Na area biotecnoldgica, as AuNps tém mostrado
grande motivacdo de estudo, tendo aplicacbes em sistemas de entrega de
farmacos e deteccdo de imagem para diagnésticos de doencas. Além disso,
podem ser utilizadas em cosmeéticos promovendo o anti-envelhecimento na pele
e maior brilho em batons e cabelos através de shampoos.

Uma caracteristica interessante das Nps de Ouro, também de Prata e
Cobre é a ressonancia de elétrons de conducéao na superficie, causada pela
incidéncia da luz eletromagnética, que faz a coloracdo que vemos mudar de
acordo com o tamanho da particula e sua forma, ou seja, somente Nps que
absorvem na regido do UV-Visivel (CASANOVA, 2010). Particularmente, os
biossensores utilizando as AuNps tém grande relevancia pelas caracteristicas
apresentadas. Elas serdo sintetizadas e discutidas nesse estudo através da

imobilizacdo na forma de filmes finos em um substrato condutor.

2.6 Suportes

Alguns compdsitos sdo utilizados como base para imobilizacdo de
materiais biolégicos e quimicos. Em se tratando de casos em que sao utilizados
como biossensores eletroquimicos, esses materiais devem possuir a
caracteristica de conducdo eletrbnica, assim como aspectos morfolégicos

especificos, tais como porosidade para facilitar a transferéncia de massa e
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funcionalidade da superficie para imobilizagcdo dos transdutores. A silica,
polimeros, quitosana e carbono ceramico sdo alguns exemplos de materiais
utilizados para obtencédo desses suportes, muitas vezes, para a obtencédo de
propriedades ampliadas e/ou modificadas é utilizada a técnica de dopagem, na
gual sao adicionados outros elementos ao material matriz (BENVENUTTI, et al.,
20009).

2.6.1 Sol-Gel

Tal método é baseado na polimerizacdo de uma suspenséo de particulas
coloidais estaveis em um liquido (sol), para a formacao de uma estrutura rigida
de colbides (gel coloidal) ou para a formacdo de cadeias poliméricas (gel
polimérico), que retém a fase liquida no interior de sua estrutura tridimensional
(ALFAYA, 2002). Essa polimerizagdo pode ocorrer de duas formas distintas
(Figura 10). E considerada um método atrativo e versatil devido a possibilidade
de controle de temperatura, pH, tipo de precursor, concentragao e catalisador,
possibilitando a formacdo de materiais com as mais diversas caracteristicas e
aplicacoes (MARONEZE, 2008).

Figura 10: Esquema da reacéo sol-gel pelo gel coloidal (a) e gel polimérico (b).
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Fonte: Adaptado de ALFAYA, 2002

Os alcoxidos inorganicos sdo 0s precursores mais utilizados nesse
método. A reacdo que d& origem ao gel pode ser catalisada em meio acido ou
basico, ocasionando a hidrélise do alcéxido, formando grupos ativos, e a

posterior formag&o da estrutura condensada (Figura 11). E importante ressaltar
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gue ambas as reac¢des de hidrélise e condensacao ocorrem de forma simultanea

no meio reacional.

No presente trabalho, foram utilizados o0s reagentes chamados
Tetraetilortosilicato (TEOS) e Tetraisopropoxido de Titanio (TIPOT) como
reagentes para a formacao de um éxido misto, apresentando como vantagem a
unido da resisténcia mecéanica e da estabilidade térmica da silica proveniente do
TEOS com as propriedades semicondutoras e reativas da titania proveniente do
TIPOT. Envolve o processo de hidrélise e condensacédo de um alcoxido metalico,
portanto, um cuidado extra deve ser tomado quanto a possibilidade de
precipitacdo, que é causada pela diferenca de eletronegatividade do atomo

central.

Para a formacdo de um éxido misto mais homogéneo possivel, & preciso
realizar a catalise acida, na qual o proton € atacado pelos oxigénios ligados ao
atomo central. A catalise basica promoveria uma hidrolise através do ataque ao
atomo central, visto que o ion catalisador € o hidréxido e acabaria hidrolisando
preferencialmente o que for menos eletronegativo, pois estaria com menos
densidade eletrénica. No caso, ocorreria a hidrolise preferencial do TIPOT devido
a sua maior eletropositivade em relacdo ao TEOS. Outra forma mais branda de
garantir a homogeneidade é fazendo uma pré-hidrdlise do reagente menos reativo
(TEOS), e s6 apds um periodo determinado adicionar o mais reativo (TIPOT)
(MARONEZE, et al. 2008), que foi a forma utilizada neste estudo.
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Figura 11: Esquema da reacéo sol-gel para o TEOS.
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Fonte: Adaptado de MARAFON, 2008.

Apesar de apresentar alta area especifica, presenca de poros na sua
estrutura, boa resisténcia térmica e mecéanica, os materiais a base de silica ndo
sdo bons condutores de eletricidade. A presenca de um Oxido metalico na sua
estrutura, como a titania, atuando como um mediador que facilita a transferéncia
de elétrons e potencializa a reatividade devido a capacidade de interagcdo com
espécies acidas, ndo é suficiente para que o material seja um bom condutor
elétrico. Para isso, o 6xido misto de SiO2/TiO2 necessita da adicdo de alguma
espécie com boa conducéo elétrica, um exemplo é a adicdo de carbono grafite
dando origem a um eletrodo de carbono ceramico (ECC) com grande potencial

para producado de sensores eletroquimicos (LARANJO, 2016).

2.6.2 Eletrodo de carbono ceramico

Quando a uma matriz de silica obtida pelo método sol-gel é adicionado
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algum tipo de carbono, seja ele em forma de grafite, nanotubos, carbono vitreo
etc, essa matriz passa a ser chamada de eletrodo de carbono ceramico,
proporcionando um aumento na sensibilidade do eletrodo devido a maior
conducédo elétrica. Com o ECC é possivel obter uma boa reprodutibilidade e
estabilidade, em comparagédo aos eletrodos de pasta de carbono, os quais
apresentam desvantagens devido a utilizacéo do éleo mineral, que se dosado de
forma errada promove uma resisténcia elevada e prejudica a analise
(CIORCERO, 2019). Existem alguns fatores durante a sintese que podem definir
as propriedades desses ECCs. Levando em consideracao a analise a ser feita,
0 precursor pode ser hidrofilico ou hidrofébico. A maioria dos trabalhos
publicados é de precursores hidrofobicos, os quais dificultam a interacdo da
superficie do eletrodo com o eletrélito, ocasionando uma maior sensibilidade e
diminuicdo da corrente de fundo. Ja os precursores hidrofilicos proporcionam um
processo de adsorcéo eletroquimica reversivel através do sistema redox, além
de apresentar boa condutividade.

Outra forma de alterar as propriedades do ECC é em relacdo a forma
alotrépica do carbono utilizado, assim como a propor¢cao entre o precursor, o
carbono e o catalisador. A proporcéo varia de acordo com os tipos de carbono e
precursor, devendo ser avaliada individualmente. Quanto ao catalisador, foi
observado que quando utilizado na forma acida (pH < 7) e com pouca agua, a
tendéncia € formar um sélido denso com poros pequenos, com catalisadores
basicos (pH > 7) e maior teor de agua o contrario é notado, forma-se um sélido
mais poroso (SKEIKA, 2009).

2.7 Técnicas eletroguimicas

Sao de extrema importancia para analises envolvendo sensores quimicos,
apresentando uma ampla faixa de concentracao para trabalho e estado fisico da
amostra. As técnicas eletroquimicas utilizadas para andlises envolvem os
fendbmenos que ocorrem entre a superficie do eletrodo e a solucdo, ou entdo é
avaliado o comportamento dos fenbmenos da prépria célula. A aplicacdo de
maior interesse para o desenvolvimento deste trabalho se d& justamente na
interacdo do eletrodo com a solucao, ou seja, de forma interfacial. Esse método
envolve a passagem de corrente atraves do eletrodo devido a aplicacdo de um
potencial fixo ou intervalo de potencial (MARTINS, 2019).

As células eletroquimicas sdo um dos dispositivos utilizados nessas
analises, elas séo definidas por um aparato composto por dois ou mais eletrodos,

gue garantem a reacao eletroquimica e medida de um dos pardmetros. Tratando
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especificamente das células utilizadas neste trabalho, temos um recipiente
contendo um eletrdlito, ao qual esta presente também o analito, um eletrodo de
referéncia (ER) com potencial constante nas condi¢cdes estudadas, o qual tera
suas medidas comparadas ao eletrodo de trabalho. O eletrodo de trabalho (ET)
€ 0 que detectara de fato o analito através da aplicacdo de um potencial, nele
encontra-se a modificagdo da matriz condutora e/ou superficie. Por Gltimo, temos
o eletrodo auxiliar (EA), devido ao seu uso ndo sdo detectadas mudancas de
potencial no eletrodo de referéncia, que poderiam ser causadas pelas reagdes
eletroquimicas no eletrodo de trabalho (Figura 12) (LIMA, 2011).

Figura 12: Representagdo de uma célula eletroquimica contendo (A) eletrodo de trabalho, (B)
eletrodo de referéncia e (C) eletrodo auxiliar.

A B C

Fonte: Adaptado de ZAMARCHI, 2019.

2.7.1 Voltametria ciclica

A voltametria ciclica é uma técnica eletroquimica que utiliza como
equipamento eletrénico um potenciostato. Ocorre quando é medida a corrente
através de um ET, enquanto é variado o potencial. Com o tempo, a magnitude
da corrente resultante € proporcional as informacdes do analito em solucéo.
Nesse sistema, é possivel escolher a velocidade da varredura e também a faixa
da aplicacéo do potencial. E o0 método mais aplicado na deteccéo qualitativa de
reacdes eletroquimicas, como determinacdo de potencial de oxireducédo e
acompanhamento de reac¢des (LIMA, 2011). Com os resultados desse método,
€ possivel plotar um gréafico relacionando a corrente medida com o potencial
aplicado. Esse grafico chama-se voltamograma e dependendo do formato
apresentado e das informacbes nele contidas conseguimos dizer qual

reversibilidade do eletrodo (Figura 13).
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Figura 13: Voltamogramas ciclicos para sistemas reversiveis (A), ndo reversiveis (B) e quase
reversiveis (C).

(A) K‘ (B) (C)

>
>

Corrente /A
Corrente /A
Corrente /A

Potencial E/V Potencial E/V Potencial E/V

Fonte: Adaptado de ZAMARCHI, et al. 2019

Quando a varredura comeca em dire¢éo ao potencial positivo, € presumido
gue a espécie do sistema redox esteja na sua forma reduzida, portando a parte
superior do voltamograma € referente a oxidacdo, e a de baixo a reducéao.
Quando os picos de corrente anddica e catodica tiverem sua razao proxima de
1 e a diferenca do potencial dos picos for proxima de 0,059/n V, emque n € o
numero de elétrons envolvidos nas semi-reacgdes, significa que o processo redox
€ reversivel. Caso as condicbes saiam desse padrédo é um indicativo que a

transferéncia de elétrons € lenta no eletrodo (LARANJO, 2016).

2.7.2 Cronoamperometria

E uma técnica bastante utilizada na eletrodeposicéo de metais que utiliza,
assim como a voltametria ciclica, o potenciostato e uma célula eletrolitica.
Consiste na passagem de poténcia constante através do ET para detectar qual
a corrente gerada com o passar do tempo. O que acontece na superficie de um
eletrodo submetido a esta analise é a oxidacdo ou reducado do analito, assim que
for submetido a certa poténcia. Caso a concentracdo do analito seja relacionada
linearmente com a corrente detectada, esse sensor pode ser denominado sensor
amperométrico (SILVA, 2008). Os resultados de variacdo da corrente em funcéo

do tempo sao registrados em um cronoamperograma.

3. Objetivos

e Desenvolver uma plataforma eletroquimica para deteccdo de glicose

em solugao aquosa.

3.1 Objetivos especificos

e Desenvolver uma metodologia reprodutivel pela técnica sol-gel
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para a obtencdo de um compdésito condutor a base de silica, titania
e carbono grafite;

e Obter e estabilizar nanoparticulas de ouro em solucéo, desenvolver
um método simples para imobilizagdo de nanoparticulas de ouro

sobre o compdsito silica/titania/grafite;

e Desenvolver uma metodologia para imobilizagdo da enzima glicose
oxidase sobre o compadsito na forma de filmes utilizando o método

sol-gel e a técnica spin-coating;

e Realizacao de testes eletroquimicos das plataformas para avaliar
a possibilidade de aplicagédo como biossensor de glicose;

e Elaborar os custos de producdo em laboratério dos dispositivos
obtidos e comparar com as tiras detectoras de glicose ja

comercializadas.

4. Desenvolvimento experimental

4.1. Obtencdo do composito condutor silica/titania/carbono grafite,
SiO2/TiO2/C-grafite

Para a sintese do substrato condutor, foram necessarios os seguintes
equipamentos: sistema de refluxo (condensador), agitador magnético e um
sistema de aquecimento por banho de 6leo (aquecedor e agitador sdo o0 mesmo
equipamento). Na primeira etapa, ocorreu a hidrolise em meio acido do precursor
de silica com etanol como solvente. Em um baldo de trés bocas acoplado ao
sistema, foi adicionado 12,0 mL de etanol 99,5%, 5,0 mL de TEOS 98%, 1,6 mL
de agua destilada e 1,0 mL de HCI 37%. O sistema foi mantido a 80°C por 2
horas até que todo o TEOS fosse hidrolisado e a solucdo se tornasse
homogénea. Na segunda etapa, a solucao foi resfriada em temperatura ambiente
e transferida a um béquer, ao qual foi adicionado, sob agitacdo magnética, 2,0
mL de TIPOT, 1,0 g de grafite em p6 e 5 gotas de acido fluoridrico como
catalisador. Em uma ultima etapa, ap6s homogeneizacao da solucéo através da
hidrolise de todos compostos, o mesmo béquer foi acoplado em um sistema de
ultrassom para promover a geleificacdo. Apos a formagéo do gel, a amostra ficou
por 2 dias em uma chapa de aquecimento a 50°C para todo o solvente secar e

formar um sélido escuro.

O sdélido resultante foi triturado na pedra de agata e lavado duas vezes
com etanol, duas vezes com agua e novamente duas vezes com etanol. Apos a

lavagem, o material foi seco de duas formas, a primeira foi em um forno durante
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1 hora em temperatura de 100°C, a segunda forma foi em uma bomba de vacuo
com aquecimento na temperatura de 120°C por mais 1 hora, resultando em
aproximadamente 7,0 g. De posse do compdsito matriz foram produzidas
pastihas de 6 mm de diametro e aproximadamente 1mm de espessura,
utilizando a prensa e o pastilhador (Figura 14), para o qual foi pesado
aproximadamente 25 mg do material e prensado com 1,5 toneladas por 3

minutos.

Figura 14: a) Pastilhador e b) Prensa hidraulica utilizada para fazer as pastilhas condutoras

Furlie. Fuius du auior

4.2. Sintese do estabilizante de nanoparticulas de ouro (AuNps)

O silsesquioxano, contendo o grupo 1,4-diazoniabiciclo[2,2,2]octano
conhecido como DABCO de duas pontas (R2DABCO) (Figura 15), € um
estabilizante de nanoparticulas metalicas utilizado com frequéncia em
laboratérios de pesquisa (SCHNEID, 2018). Para sua sintese foi montado um
sistema de refluxo de 4gua (condensador), atmosfera inerte de Argénio, agitacéo
magnética e aquecimento. Foram adicionados em um baldo de trés bocas
acoplado ao sistema 0,897 g do reagente 1,4-diazoniabiciclo[2,2,2]octano
(DABCO), e posteriormente adicionados 20,0 mL de DMF (N,N-
dimetilformamida), e por ultimo 3,0 mL de 3- cloropropiltrimetoxisilano (CPTMS),
ambos com auxilio de seringa na adi¢cdo. O sistema foi deixado nessas condi¢oes
por 72 horas na temperatura de 80°C, até que se formasse um solido branco
precipitado. O sdlido precipitado foi removido do baléo, foi lavado com metanol e

filtrado a vacuo. Posteriormente foi seco em estufa por 90 minutos a 80°C.
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Para a obtencao do produto silsesquioxano R2DABCO, foram dissolvidas
3,054 do solido branco em 25 mL de Formamida, 0,65 mL de 4gua e 5 gotas de
HF. A dissolucao foi feita com agitacdo e temperatura de 60°C. Apos a completa
dissolucéo, foi deixado gelificar em placa de petri por aproximadamente 30 dias
na chapa de aquecimento a 40°C. Em uma ultima etapa o R2DABCO foi moido

em pedra de agata, pesado e armazenado no dessecador, tendo 3,0 g finais.

Figura 15: Representacédo simplificada das reac6es de sintese do R2DABCO.

HaG DMF HsC cl cl CHs
- T 2 R 0 . Nl NG
2 HC-O-Si~ ~ Cl 4+ N_/N ————= Hzc-O-5i~ ~ N/ N~ "Si-O—-CHg
— 353 K/ Ar o — o)
H3C HaC CHa
formamida/Hf/H2-0
333 K
313 K 30 dias
o O R Y i oH
HO-Sii™ N/ TN~ 'Si-OH
HO ! — ! OH

Fonte: Adaptado de MACHADO, 2014

4.3. Preparacao das AuNps

De posse do estabilizante silsesquioxano R2DABCO, 0,2 g foram
dissolvidas em 12,0 mL de agua em agitacédo e temperatura de 60°C. Apés a
homogeneizacdo e o resfriamento, foram adicionados 2,0 mL de acido
cloroaurico (HAuCI4) em concentracdo de 0,15 mmol Lt e 10,0 mL de solucdo
0,02 mol L* de borohidreto de sédio (NaBH4), que é necessario preparar na hora
para que sua caracteristica redutora seja aproveitada ao maximo. A solucéo
resultante adquiriu uma coloracéo vermelho escuro, e foi deixada descansar por

24 horas para que as AuNps fossem estabilizadas.

4.4. Preparo da solugao hidrolisada coloidal “sol” TEOS/GOx

Nessa parte, a temperatura e o pH da solucdo foram devidamente
monitorados, pois a GOx pode sofrer desnaturacdo em temperaturas acima de
40°C. Em relacdo ao pH, caso seja levado a condi¢Bes extremas também pode
desnaturar, porém o maior cuidado foi devido a faixa de pH em que apresenta a
melhor atividade, que € no intervalo de 3,5 < pH < 6,5. Em agitagcéo e temperatura
ambiente, foi hidrolisado 6,0 mL de TEOS com 1,2 mL de solu¢do HCI 0,01 mol

L'L. Ap6s a hidrolise o pH foi levado até 6,5 com adic&o de gotas de solucéo de
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NaOH 0,1 mol L* e as medidas foram feitas com fitas de pH. Dessa solugéo de
TEOS hidrolisado foi pipetado 1,0 mL em um béquer pequeno em banho de gelo
com posterior adicdo de 0,6 mL de solugcdo aguosa da enzima na concentracéo
de 10 mg mLL.

4.5. Formacao de filmes utilizando a técnica Spin-Coating

Para formar os filmes finos de AuNps e Gox, foi utilizada a técnica de spin-
coating empregando equipamento Spinner assy WS-650Mz-23NPPB (Figura
16). Inicialmente, foram colocadas as pastilhas SiO2/TiO2/C-grafite no
equipamento, utilizando suporte para substratos pequenos em que a pastilha se
encaixa perfeitamente. Apés fixacdo da pastilha e ambientacdo da atmosfera
inerte do equipamento, 1 gota da solucéo de AuNps foi pipetada com uma pipeta
pasteur sobre a superficie da pastilha, e foi iniciado o processo de rotacéo a 1500
rotagcdes por minuto (RPM) durante 3 minutos, sendo que uma segunda gota foi
adicionada na metade do tempo. As pastilhas com as AuNps foram deixadas

para secar a temperatura ambiente durante 24h.

Para a formacéo do filme fino de enzimas sobre as pastilhas o0 mesmo
procedimento para as AuNps foi utilizado, porém a solucdo de TEOS/GOx foi
preparada no mesmo dia em que a formacdo de filmes foi feita para garantir
maior atividade das enzimas antes que elas fossem degradadas. Nesse caso, as

pastilhas foram deixadas para secar durante 24 horas na geladeira.

Devido a fragilidade das pastilhas SiO2/TiO2/C-grafite frente a fixacdo a
vacuo do equipamento, o0 manuseio foi realizado com muito cuidado para evitar
a quebra das pastilhas. As pastilhas foram coladas com super bonder gel em um
tubo de vidro de 6 mm de diametro e aproximadamente de 15 cm de
comprimento. Esse conjunto foi utilizado como eletrodo para as medidas
eletroquimicas, cuidando da vedacao total para que ndo entrasse agua, ou entéo
derramasse o carbono grafite utilizado no seu interior em forma de p6 para

promover maior contato fisico durante os testes de laboratério.
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Figura 16: Equipamento Spinner assy WS-650Mz-23NPPB.

Fonte: Foto do autor

4.6. Técnicas de caracterizacao

4.6.1. Microscopia eletronica de varredura (MEV) e de transmissao
(MET)

A MEYV foi utilizada para visualizar a morfologia dos materiais, ou seja,
analisar as caracteristicas da superficie do material. O equipamento utilizado foi
JEOL JSM 6060 usando 20kV. A técnica permite um aumento muito significativo
na imagem, devido a isto as amostras na forma de p6 foram dispersas em
guantidades pequenas sobre uma fita condutora de cobre sobre uma base de
aluminio. As amostras passaram, entdo, por uma etapa de metalizacdo, em que
uma camada de ouro € posta no material. No caso da analise da pastilha
contendo o filme fino de AuNps, a metalizacdo ocorreu com grafite. Ja a MET
possibilita a obtencédo de imagens da propria solu¢cdo de AuNps. Foi utilizado o
microscopio eletrénico de transmissdo JEOL JEM modelo 2010 em 80kV. Nesse
equipamento, duas gotas da dispersdo de nanoparticulas foram colocadas em
um porta-mostra de cobre revestido com carbono que foi entdo levado a

secagem para posterior visualizacao.

4.6.2. Espectroscopia no ultravioleta-visivel

Os espectros no UV-Vis da amostra da solugdo de AuNPS estabilizadas

foram realizados em um espectrofotdmetro Varian 50 Conc.
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4.6.3. Isotermas de adsorcéo e dessorcao de nitrogénio N2

Os métodos BET e BJH sé&o técnicas baseadas na teoria matematica que
tem como objetivo descrever a adsorcao e dessor¢do de gas nitrogénio (N2) na
superficie de materiais, tendo como resultado dados que podem ser relacionados
com as caracteristicas dos poros e area superficial (BARDESTANI, et al. 2019).
As amostras de aproximadamente 50 mg foram previamente tratadas a
temperatura de 120 °C, sob vacuo durante 8h, para entdo serem submetidas a
adsorcao e dessorcéo de N2, fornecendo dados para a obtencéo de isotermas.
Nessa etapa a temperatura utilizada foi do nitrogénio liquido (-196°C), o
equipamento utilizado foi um Tristar Kripton 3020 Micromeritics. A area
especifica dos materiais foi calculada pelo método BET e a distribuicdo do

tamanho de poros foi obtida usando-se o método BJH.

4.6.4. Medidas eletroquimicas

Duas técnicas foram aplicadas para obtencdo dos resultados, a
voltametria ciclica e a cronoamperometria. Ambas utilizam o equipamento
eletrénico chamado potenciostato IVIUM em conjunto de um computador e célula
eletroquimica com solucao eletrolitica, contendo uma solucéo de prova a base
de ferricianeto de potassio e ferrocianeto de potassio (Ks[Fe(CN)s]/Ks[Fe(CN)s]) na
concentracdo de 1 mmol L, cloreto de potassio (KCI) em 0,1 mol L2, na
presenca de tampéo fosfato (PBS) de concentracéo 0,05 mol Lem pH 7.0. Para
a voltametria ciclica foi utilizado um potencial de varredura de -0,3a 0,9 V e uma
velocidade de varredura de 20 mV s™t. Um voltamograma ciclico foi obtido para
uma solucéo eletrolitica sem a solucéo de prova, porém com adicdo de solucéo
de glicose 70 mmol L™ na faixa de potencial de -1,0 a 0,6V na velocidade de
varredura de 20 mV s1, enquanto que para a cronoamperometria o potencial foi
fixado em -0,4 V com adi¢cBGes da solucdo de glicose na solugéo eletrolitica até

obtenc&o final de concentracéo de glicose ser 9,7 mmol L.

5. Resultados e discussao

O teste de espectroscopia de UV-Vis possibilitou analisar o comprimento
de onda que as nanoparticulas estabilizadas com o silsesquixano R2DABCO
absorvem. Aproximadamente em 525 nm € a regido em que a maioria das
nanoparticulas de ouro obtidas por métodos semelhantes absorvem, na regido

da cor verde e como cor complementar (observada) roxo-vermelho. Podemos
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analisar pela Figura 17 que h& uma estabilidade no tamanho das nanoparticulas
de aproximadamente 10 nm de didmetro, pois s6 h& absorcdo em um
determinado comprimento de onda, indicando que o estabilizante
(silsesquioxano) esta corretamente estruturado com as AuNps (AMENDOLA, , et
al., 2009; MAYYA, et al. 2003; SCHNEID, 2018).

Figura 17: Grafico de UV-visivel para a solugcao de nanoparticulas de ouro.
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Fonte: Elaborado pelo autor

Pelas imagens de microscopia eletrénica de transmissado, Figura 18, é
possivel observar que as nanoparticulas possuem tamanho menor que 10 nm,

apresentando tamanho regular e estabilidade.

Figura 18: Imagem de microscopia eletrénica de transmissdo das AuNps com magnificacéo
de 300.000X.

Fonte: Foto do autor

O material condutor SiO2/TiO2/Grafite apresentou uma area especifica
BET de 290 m2gt e um volume de poro de 0,417 cm3g™t. As isotermas de

adsorcédo e dessor¢cdo do material obtidas na temperatura do Nz liquido (Figura
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19) evidenciam a presenca de uma histerese e um aumento da quantidade de
adsorcao de nitrogénio em uma presséo relativa de P/Po acima de 0,4, sendo

um comportamento tipico de materiais mesoporosos (poros maiores que 2 nm).

Figura 19: Isotermas de adsorcdo e dessorcdo de nitrogénio do material condutor
SiO2/TiO2/C-Grafite.
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Fonte: Elaborado pelo autor

A Figura 20 exibe o perfil da distribuicdo do diametro de poros obtidos pelo

método BJH. Observa-se que o material apresenta regido de poros entre 2 e 10

nm de didmetro com um maximo em 3,5 nm.

Figura 20: Distribuicdo de tamanho de poros do material condutor
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Fonte: Elaborado pelo autor

Mediante as imagens de MEV obtidas a 20,000X do compdsito condutor
(Figura 21) é possivel observar nesta magnitude que o material apresenta a

superficie compacta com presenca de algumas zonas de rugosidade. Foi
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possivel também analisar uma alteracdo na superficie da pastiiha com a
presenca do filme fino de AuNps (Figura 22), a qual apresenta rugosidade mais
acentuada evidenciada por pequenos pontos esbranqui¢cados nas imagens. Isso
se caracteriza pela presenca de nanoparticulas dispersas na superficie.

Figura 21: Imagens obtidas com MEV a 20,000X do material condutor SiO2/TiO2/C-
Grafite em a) uma regiéo e em b) outra regido.

Fonte: Elaborado pelo autor

Figura 22: Imagens obtidas com MEV da pastilha do material condutor SiO2/TiO2/C-
Grafite/AuNps a a) 10000X e b) 30000X.
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Fonte: Elaborado pelo autor

Os resultados de voltametria ciclica para os eletrodos contendo as
plataformas de SiO2/TiO2/C-grafite e utilizando a solucao
Ks[Fe(CN)s]/Ka[Fe(CN)s] com concentracdo 1,0 mmol L sdo mostrados na

Figura 23. Em cada eletrodo € observado um par de picos anddico (lpa) e
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39
catédico (Ipc) com potencial médio Ewx aproximado de 0,32 V, atribuidos a

oxidacdo e reducéo dos ions Fe*?/Fe*3, sendo que sua razao Ipa /lpc foi de 0,83.
Além disso, a separagdo dos picos foi aproximadamente de 0,20 V, o que
caracteriza um processo quase reversivel. Os cinco eletrodos testados possuem

um comportamento similar indicando uma boa reprodutibilidade.

Figura 23: Voltamogramas ciclicos de 5 eletrodos das plataformas de SiO2/TiO2/C-grafite
na presenca de K3[Fe(CN)6]/K4[Fe(CN)6] 0,001 mol L e velocidade de varredura 20 mV
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Fonte: Elaborado pelo autor

A Figura 24 mostra o voltamograma ciclico do eletrodo preparado com a
plataforma SiO2/TiO2/C-grafite e a plataforma onde foi depositado o filme de
AuNps, SiO2/TiO2/C-grafite/AuNps. Pode ser observado um aumento nas
intensidades do pico anddico e catédico quando comparado com os eletrodos
sem AuNps, o que é um indicio de que a presenca de filmes finos de AuNps
promovem um aumento na corrente que passa pela plataforma, o que pode ser
explicado pela maior area eletroativa. A separacéo do Ipa e Ipc foi de 0,18 V,
menor que o eletrodo sem AuNps. Esse resultado € indicativo de que o eletrodo
apresenta uma menor resisténcia a transferéncia de elétrons na interface
eletrodo solucdo, e maior proximidade do valor de referéncia para melhor
reversibilidade, que é 0,059/nimero de elétrons na reacdo redox (LARANJO,
2016).



Figura 24: Voltametria ciclica dos eletrodos com e sem AuNps na presenca de ferricianeto de
potassio/ferrocianeto de potassio 1,0 mmolL? e 0,1 molL* KCI.
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Fonte: Elaborado pelo autor

O resultado da voltametria ciclica do eletrodo onde foi imobilizado o filme
de AuNps e o filme “sol” contendo Gox, no intervalo de potencial de -1,0 V até
0,6 V, em solucdo tamp&o PBS, é mostrado na Figura 25. E possivel observar
um pequeno aumento na Ipa na presenca de glicose na solucéo eletrolitica. Esse
pegueno aumento na corrente ocorre pela transferéncia de 2 elétrons na reducéao
e oxidacdo do perdxido de hidrogénio (Figura 26), sendo que o peroxido de
hidrogénio € um subproduto formado pela oxidacao da glicose e esse resultado
indica a atividade catalitica da enzima GOx.

Figura 25: Voltametria ciclica do eletrodo SiO2/TiO2/C-Grafite/AuNps/GOx com e sem glicose
na solucgdo eletrolitica, tamp&o fosfato pH 7.0, KCI 0,1 mol L e velocidade de varredura 20

mV s-1.
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Fonte: Elaborado pelo autor
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Figura 26: Representacéo da reacao de reducéo e oxidacdo do perdxido de hidrogénio
sobre potenciais aplicados ao eletrodo.
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Para o mesmo eletrodo SiO2/TiO2/C/AuNps/Gox, foi realizado o teste de
cronoamperometria com adicdes crescentes de glicose até obter concentracédo
de 9,7 mmol L no cronoamperograma (Figura 27). E evidente que a cada
adicdo de glicose na solucdo gerou um aumento na corrente, indicando que a
enzima estava imobilizada e ativa. A partir dessas adicbes de glicose com
volumes e concentracao conhecidos e medidas de corrente, foi possivel obter
uma relacao linear entre a intensidade da corrente e a concentracao da glicose
no intervalo de 0 a 2,83 mmol L' e uma equacdo quadratica na faixa de
concentracdo de 0 a 9,7 mmol L™ (Figura 28), que em condicdes similares
poderia ser aplicada para determinar a concentracdo de glicose através da

leitura da corrente que passa pelo eletrodo.

A sensibilidade foi determinada pelo coeficiente angular da reta que
apresentou um valor de 0,236 pA mmol™ L. O limite de deteccio (LD) foi
calculado utilizando a relagéo LD = 3*SDv/sensibilidade, onde SDb é o desvio
padr&o do branco com n =3, o valor encontrado foi de 0,508 mmol L™, o limite
de quantificacdo (LQ) foi obtido pela relagédo, LQ = 10*SDuv/sensibilidade, o valor
obtido de LQ foi de 1,69 mmol L1. Os valores encontrados para os limites da
plataforma sdo promissores indicativos de que pode ser aplicada como

biossensor eletroquimico para deteccéo de glicose.
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Figura 27: Cronoamperograma do eletrodo SiO2/TiO2/Grafite/AuNps/GOx com adi¢bes de
glicose na solucgéo eletrolitica em solugao PBS pH 7.
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Fonte: Elaborado pelo autor

Figura 28: Relacao linear e quadratica da concentracao de glicose na solucédo eletrolitica em
funcéo da corrente.
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Fonte: Elaborado pelo autor

Conforme observado no cronoamperograma (Figura 27), quando a
concentracio de glicose chega proximo de 9,7 mmol L™ o aumento da corrente
nao sofre alteracdo consideravel, ou seja, ha a tendéncia de atingir um patamar.
Esse comportamento € tipico de sistemas com cinética regida por Michaelis-
Menten, sendo este um sistema enzimatico em que a concentracdo da glicose
tem efeito na taxa da reacao que a enzima realiza. Nesse , existe uma constante
gue associa a afinidade do substrato com a enzima, chamada de constante de
Michaelis-Menten (Km), a qual pode ser calculada pela equacao de Lineweaver-
Burk (Figura 29) que relaciona a corrente e a concentracao da glicose (CALDAS,
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2014).

Figura 29: Equacéo de Lineweaver-Burk.
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Fonte: CALDAS, 2014

Em que Iss € a corrente do estado estaciondrio, ou seja, é a corrente que
se mantém estavel apds a adicdo de glicose durante as medidas de
cronoamperometria e Imax € a corrente maxima obtida no patamar atingido. Para
o sistema estudado, a relacéo linear que corresponde a equacao de Lineweaver-
Burk foi encontrada nas primeiras 5 adicbes de glicose, sendo possivel a
construcédo de um grafico de 1/Iss x 1/[glicose] (Figura 30) para a obtencéo das

constantes.

Figura 30: Grafico de Lineweaver-Burk de 1/Iss vs 1/[glicose]. R: 0,987
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A equacdao encontrada por regressao linear (Figura 31) nos permite calcular
0s parametros desejados. A Imaxobtida foi de 6,491 YA, que é desejavel que seja
a maior possivel, enquanto que a Km obtida foi de 508 pmol L** na qual o ideal é
gue seja a menor possivel. O valor encontrado de Km é bem menor do que o de
alguns trabalhos ja publicados, sendo possivel afirmar que existe boa afinidade
entre a enzima e o substrato estudados. (CALDAS, 2014; SENEL, et al. 2012,
2015; LI, 2012; WANG, et al. 2011; WU, et al. 2012).
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Figura 31: Equacéo de Lineweaver-Burk obtida através dos dados de cronoamperometria.
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Fonte: Elaborado pelo autor

6. Custo experimental

Para a sintese dessas plataformas foi utilizada uma série de reagentes e
matéria-prima (Tabela 3), as quais tiveram suas quantidades proporcionais
levadas em consideracao para o calculo do preco da sintese de cada plataforma
com os filmes de AuNps e GOx. O reagente que mais pesou em todo 0 processo
€, sem duvidas, a enzima glicose oxidase. Quando calculado o preco de cada
plataforma completa, levando em consideragao a aquisicdo da menor quantidade
de GOx no mercado, o valor seria de R$1,34, enquanto que se fosse comprada a
GOx na maior quantidade, ou seja, por um preco menor para cada unidade ativa
da enzima, o valor da plataforma seria de R$ 0,45. Mas levando em consideracao
o trabalho em laboratério, o mais viavel é a obtencado de menores quantidades de
GOXx, por isso o valor estimado é pouco maior do que o valor médio de cada tira
detectora de glicose comercializada. Porém caso fosse produzido em escala
industrial, o preco de cada plataforma poderia ser ainda menor do que o estimado
com uma quantidade grande de enzimas, visto que os demais reagentes nao
foram adquiridos em sua maior quantidade. Todos os precos considerados nesta

estimativa foram obtidos pela Sigma-Aldrich.

Tabela 3: Relacéo de quantidades e valores usados para fazer a estimativa do preco de cada

plataforma. a) Reagentes liquidos com suas caracteristicas e b) reagentes sélidos.

a)
Volume Preco 1L Preco por gtd de
(mL) Reagente Pureza Densidade (g mL?) (R$) reagente (R$)
5 TEOS 98% 0,94 615 3,08
2 TIPOT 97% 0,937 576 1,15
12 Etanol 99,5% 0,789 719 8,63
1 HCI 37% 1,19 226 0,23
0,25 HF 48% 1,15 498 0,12
20 DMF 99,8% 0,944 575 11,50
3 CPTMS 97% 1,09 1634 4,90
25 Formamida 99,5% 1,13 546 13,65
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") Massa (g) Reagente Preco (R$) | Preco por gtd de reagente (R$)
1,0000 Grafite (pd) 17,53 g* 17,53
0,8970 1,4-Diazabicyclo[2.2.2]octane| 377 100g* 3,38
0,0001 HAUCl, 2498 g* 0,25
0,0076 NaBH, 635 100g™ 0,05
0,0060 GOX 316 0,1g* 18,96
19156 25g* 4,60

Fonte: Elaborado pelo autor

Para chegar nesses valores finais, primeiro foi calculado o preco da sintese
das plataformas do material matriz. Somando os valores de TEOS, TIPOT, Grafite,
Etanol, HCI e HF chegamos no valor de R$30,74. Como a sintese rendeu 7,0g e
cada plataforma tem 0,025g, um total de 280 plataformas poderiam ser feitas,
portanto, R$ 30,74 divididos por 280 resulta em R$ 0,11 para cada plataforma. Em
seguida, foi feito o calculo para as duas gotas de AuNps e GOx, em que as duas
gotas foram consideradas como tendo 0,1 mL. Somando os valores da
Formamida, 1,4-Diazabicyclo [2.2.2]octane, HF, DMF e CPTMS resulta em R$
33,56 para a sintese de 3,0 g, sendo que foram utilizados somente 0,29 para a
estabilizacao, por regra de trés chegamos no valor de R$ 2,24 para as 0,29, que
se somados ao valor do HAuCl4 e NaBH4 chegamos em R$ 2,54 para o preparo
de uma solucédo de 24 mL. Por regra de trés o valor para 0,1 mL é de R$ 0,01. Por
ultimo, o preco para a solucédo de GOx foi calculado de forma similar. O valor da
GOx com o valor do TEOS (1,0 mL) resulta em R$19,58 para o preparo de 1,6
mL, e novamente por regra de trés chegou-se no valor de R$1,22 para 0,1 mL.
Finalmente, somando R$0,11, R $0,01 e R$1,22 é obtido o valor para cada
plataforma completa, R$ 1,34.

7. Concluséao

Através de todos dados obtidos nesse estudo € possivel dizer que o
material condutor SiO./TiO2/C-Grafite sintetizado apresenta éarea especifica
consideravel e boa capacidade para producdo de eletrodos com boa
reversibilidade. Foram obtidas nanoparticulas de ouro de aproximadamente 10
nm de diametro estabilizadas com o silsesquioxano R2DABCO, as quais foram
imobilizadas na forma de filmes utilizando a técnica de spin-coating na plataforma
matriz. A area eletroativa dos eletrodos assim como a transferéncia de elétrons foi
aumentada pela incorporacdo dos filmes de AuNps. Utlizando essa mesma
técnica foi imobilizada a enzima glicose oxidase na superficie da plataforma
contendo AuNps, assim a plataforma se mostrou sensivel para deteccédo de

glicose. Outra conclusédo advinda desse estudo € que a imobilizagdo com filmes
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finos € um método simples e facil e que fornece bons resultados, tanto para GOx
quanto para AuNps. O preco meédio de cada tira detectora de glicose
comercializada atualmente é de R$ 1,19 que é um valor mais barato em
comparacao com o custo de producdo de cada pastilha em nivel de laboratério,
RS 1,34, sendo assim um método muito eficiente com alta sensibilidade.
Visando a continuagdo do trabalho seriam necessarios mais testes de
reprodutibilidade, principalmente na imobilizacdo da enzima, assim como
estabilidade em variacBes de temperatura e tempo. Além disso para aprimorar
mais ainda a aplicabilidade do biossensor seria necessario detectar a glicose na

presenca de interferentes.
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