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RESUMO

Esta tese descreve a preparagdo, caracterizacdo e aplicacio de sensores e biossensores eletroquimicos,
utilizando diferentes técnicas de modificacdo baseadas no Au como transdutor. O biossensor enzimatico
aplicado na deteccdo do pesticida carbaril foi construido sobre um eletrodo de ouro funcionalizado com
uma monocamada do dendrimero poliamidoamina de quarta gera¢do com nucleo de cistamina (PAMAM-
G4), sobre o qual foi imobilizada com o auxilio de glutaraldeido a enzima acetilcolinesterase (AChE).
Apos avaliar e determinar as melhores condi¢ées de imobilizagdo da enzima AChE (concentracdo de
GLUT 1% (v/v) e concentragdo de unidades enzimaticas 496 U. mL™) sobre a monocamada de PAMAM,
a atividade catalitica da enzima AChE imobilizada foi avaliada por cronoamperometria na presenga do
substrato enziméitico (AChI) obtendo-se o K,/* = 2,9 mmol. L™!. A resposta do biossensor na detec¢do
de carbaril foi baseada na inibicdo da atividade enzimatica causada pelo pesticida. Foi constatado que 5
min de imersdo na solugdo do pesticida foram suficientes para que os sitios ativos da enzima fossem
bloqueados. Apds determinar as melhores condi¢des de construcdo do biossensor, este foi aplicado na
deteccio de carbaril na faixa de 1,0 a 9,0 pmol. L. Os limites de detec¢do e quantificagio encontrados
foram de 0,0108 pmol. L' e 0,032 umol. L, respectivamente. No segundo capitulo é relatado o
desenvolvimento de um imunossensor aplicado na detec¢do qualitativa de anticorpos (AB) 7. cruzi. O
sensor foi construido sobre eletrodo de ouro modificado com o tiol 4cido 3-mercaptopropidonico (MPA) e
sobre esta superficie foram imobilizados covalentemente pela reacdo com EDC ¢ NHS, os antigenos (AG)
T. cruzi. A influéncia da concentracdo da solucdo de AG e do tempo de imersdo nesta solucdo para a
construcdo do imunossensor foram avaliadas utilizando as técnicas de voltametria ciclica e espectroscopia
de impedancia eletroquimica na presenca de [Fe(CN)¢]>”* e os resultados demonstraram que as melhores
condicdes foram: tempo de 15 min e concentracio de 0,5 g. L. Os possiveis sitios de ligacdes ndo
especificas foram bloqueados com albumina de soro bovino (BSA). O tempo de imersdo na solucdo de
AB também foi avaliado. Os resultados mostraram que 30 min sdo suficientes para que todos os sitios de
ligacdes especificos fossem ocupados pelos AB T. cruzi. Testes de seletividade na auséncia de AB,
apenas em amostra de soro e também na presenga de AB de Toxoplasma foram realizados. Os resultados
demonstraram que o imunossensor € seletivo, pois este apresentou valores de resisténcia de transferéncia
de carga (Rct) na detecgdo de AB T. cruzi 70% maiores do que na detecgdo dos possiveis interferentes.
Portanto, o imunossensor apresenta-se como uma alternativa no diagnostico qualitativo de
tripanossomiase americana. No terceiro capitulo é descrito a modificacdo de eletrodos de carbono grafite
(CG) obtidos de pilhas secas de zinco/carbono com microparticulas de Au obtidas pela eletrodeposicao
potenciostatica. As variaveis envolvidas no processo de eletrodeposicao, tais como concentracdo do sal de
ouro, potencial e tempo de deposi¢do foram avaliadas e otimizadas utilizando a técnica de voltametria
ciclica na presenca do par redox [Fe(CN)¢]*’*". As melhores condi¢des foram: tempo de 700 s, potencial
de 40,3 V e concentracdo de 10,0 mmol. L. Nestas condi¢des, foram obtidas particulas de Au esféricas
com tamanho médio de 420 nm, as quais se apresentaram homogeneamente dispersas sobre toda a
superficie do eletrodo de CG e promoveram o aumento da area eletroativa, (o eletrodo CG apresentou
uma area de 0,12 cm® e o eletrodo CG/Au uma érea 0,25 cm?). O desempenho do eletrodo CG/Au foi
avaliado na separagdo e quantificacdo de dopamina e acido urico presentes em uma mistura. Os resultados
voltamétricos demonstraram que o sensor CG/Au ¢ seletivo, pois apresentou separagao de potencial pico
de 370 mV entre as duas espécies. Os limites de deteccdo e quantificacdo encontrados foram de
1,86 umol. L' ¢ 6,09 umol. L' para dopamina, e 17,5 pmol. L™ e 58,5 umol. L™ para acido urico,
respectivamente. A partir dos resultados obtidos para os trés dispositivos eletroquimicos desenvolvidos
pode-se concluir que a elevada condutividade elétrica, estabilidade quimica, biocompatibilidade,
possibilidade de miniaturizacdo na forma de microestruturas e a facilidade de funcionalizagdo dos
eletrodos de Au fazem destes matrizes condutoras apropriadas para construcdo de sensores e
particularmente biossensores eletroquimicos.

Palavras chaves: PAMAM-G4, 3-MPA, biossensor, carbaril, imunossensor, tripanossomiase americana,
carbono grafite, eletrodeposi¢do, ouro, dopamina, acido urico.



ABSTRACT

This thesis describes the preparation, characterization and application of electrochemical sensors and
biosensors, using different modification techniques, based on Au as transducer. The enzymatic biosensor
applied on the detection of pesticide carbaryl was built on a gold electrode functionalized with a
monolayer of polyamidoamine dendrimer of fourth generation with a cystamine core (PAMAM-G4) on
which it was immobilized the acetylcholinesterase enzyme (AChE), with the aid of glutaraldehyde. After
evaluate and determine the best conditions for immobilization of the AChE enzyme (glutaraldehyde
concentration of 1% (v/v) and the concentration of enzyme units 496 U. mL™) on the monolayer of
PAMAM, the catalytic activity of the enzyme was evaluated by chronoamperometry in presence of
enzymatic substrate AChl obtaining K ,ff,pp =2.9mmol.L™' . The biosensor response for carbaryl
detection was based on the inhibition of the enzymatic activity caused by the pesticide. It was verified
that 5 min in the pesticide solution is sufficient to block the enzyme active sites. After determining the
best conditions for the construction of the biosensor, it was applied for carbaryl detection in the
concentration range from 1.0 to 9.0 umol. L™'. The detection and quantification limits were found to be
0.0108 umol. L™ and 0.032 umol. L™, respectively. In the second chapter, it is reported the development
of an immunosensor applied to qualitative detection of antibodies (AB) 7. cruzi. The sensor was built on
gold electrode modified with the thiol 3-mercaptopropionic acid (MPA) and the antigens (AG) 7. cruzi
were covalently immobilized on this surface by the reaction with EDC and NHS. The influence of
concentration and of immersion time in the AG solution were evaluated using the techniques of cyclic
voltammetry and electrochemical impedance spectroscopy in presence of [Fe(CN)s]>™* and the results
showed that the best conditions were immersion time of 15 minutes and AG concentration of 0.5 g. L™
The possible sites of non-specific binding were blocked with bovine serum albumin (BSA). The
immersion time in the solution (AB) was also evaluated and the results showed that 30 minutes are
sufficient for all specific bonds sites were occupied by AB T. cruzi. Selectivity tests in the absence of AB,
only in the serum sample, and in the presence of AB Toxoplasma were performed. The results
demonstrated that the immunosensor is selective, since it presented charge transfer resistance (Rct) values
in the presence of AB T. cruzi 70% higher than the Rct values in presence of possible interferences.
Therefore, the immunosensor presents itself as an alternative to qualitative diagnosis of american
trypanosomiasis. In the third chapter, it is reported the modification of carbon graphite electrodes (CG)
obtained from dry batteries =zinc/carbon with Au microparticles obtained by potentiostatic
electrodeposition. The variables involved in the electrodeposition process, such as the gold salt
concentration, time and deposition potential were evaluated and optimized using cyclic voltammetry
technique in the presence of redox couple [Fe(CN)¢]*'*. The best conditions for the Au deposition were
electrodeposition time of 700 s, potential of +0.3 V and concentration of 10.0 mmol. L. In these
conditions, Au spherical particles were obtained with an average size of 420 nm, which were
homogeneously deposited on the surface of GC electrode and promoted the increase of the electroactive
area (GC electrode showed an area of 0.12 cm” and GC/Au electrode presented an area of 0.25 cm’). The
GC/Au electrode was applied for the separation and quantification of dopamine and uric acid present in a
mixture. The voltammetric results showed that the GC/Au sensor is selective, once the potential peak
separation between the DA and UA species was 370 mV. The detection and quantification limits were
found to be 1.86 umol. L™ and 6.09 pmol. L' for dopamine and uric acid 17.5 pmol. L and
58.5 umol. L™, respectively. In the development of the three electrochemical devices gold electrodes were
used. From the results obtained for the three developed electrochemical devices it can be concluded that
high electric conductivity, chemical stability, biocompatibility, ability to miniaturization in the form of
microstructures and ease of functionalization of Au electrodes make them suitable conductive matrixes
for construction of electrochemical sensors and particularly biosensors.

Keywords: PAMAM-G4, 3-MPA, SAM, carbaryl, immunosensor, american trypanosomiasis, carbon
graphite, electrodeposition, gold, dopamine, uric acid.
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Apresentacio

O desenvolvimento de sensores e biossensores eletroquimicos tem sido o foco de
inimeras pesquisas, pois estes podem ser empregados na deteccao eletroquimica de diferentes
compostos em diversas areas, como por exemplo, na industria alimenticia, em analises clinicas e
ambientais, em fun¢do de suas caracteristicas, tais como: facil operagdo, economicamente
viaveis, sensiveis, seletivos e portéteis.l

De acordo com a literatura®*? um sensor eletroquimico pode ser considerado um
dispositivo constituido por um eletrodo denominado de transdutor, que transforma uma
informagdo quimica proveniente de uma espécie eletroativa, em um sinal eletroanalitico
mensuravel. A informac¢do quimica mencionada pode ser originada a partir de uma reagdo do
analito ou a partir de uma propriedade fisica do sistema investigado. No entanto, com o intuito
de aumentar a sensibilidade e/ou a seletividade da detecgdao, o transdutor pode ser modificado
pela adsor¢do de polimeros condutores, nanomateriais, ou biomoléculas, tais como, enzimas,
antigenos e anticorpos originando os biossensores eletroquimicos.* Biossensores eletroquimicos
sdo dispositivos que apresentam um ou mais elementos bioldgicos os quais conferem
seletividade ao dispositivo, acoplados em um transdutor, os quais convertem uma resposta
biolégica em um sinal eletroanalitico mensuravel.*

Entre as possibilidades de eletrodos que podem ser empregados no desenvolvimento de
sensores e biossensores eletroquimicos, os eletrodos de ouro sdo largamente utilizados, devido a
estabilidade térmica e quimica, biocompatibilidade e elevada condutividade elétrica.

Com o intuito de aumentar a seletividade, especificidade e a sensibilidade das detecgdes
eletroquimicas, frequentemente os eletrodos/transdutores sdo modificados com biomoléculas,
tais como enzimas, antigenos e anticorpos. Tais dispositivos sio denominados de biossensores,
os quais podem ser classificados como biossensores enzimaticos, se este apresentar como
elemento bioldgico reconhecedor enzimas acopladas ao transdutor, ou imunossensores se¢ a
biomolécula acoplada for um antigeno ou anticorpo. ' Entretanto, tanto o processo de
imobilizacdo quanto a otimizagdo das etapas de imobilizagdo sdo cruciais para manter ativa a
biomolécula imobilizada sobre superficie do eletrodo. Neste sentido, diversas estratégias podem
ser utilizadas no processo de construcdo dos biossensores. Em fung¢do da facilidade de
modificagdo, estabilidade, ordenamento molecular e da presenca de grupos funcionais
periféricos, os quais viabilizam o processo de imobilizagio de biomoléculas, a técnica
self assembled monolayer (SAM) apresenta-se como uma estratégia adequada, a qual ¢

frequentemente utilizada no desenvolvimento de biossensores eletroquimicos.
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Pesticidas como os carbamatos, mais precisamente o carbaril (1-naftil metilcarbamato) ¢
amplamente utilizado em diversas culturas. Entretanto, este pesticida apresenta elevada
toxicidade aos mamiferos, pois pode inibir a atividade da enzima acetilcolinesterase (AChE)
responsavel pela hidrolise da acetilcolina presentes nas sinapses. Neste sentido, o
desenvolvimento de biossensores eletroquimicos que utilizam a enzima AChE como molécula
biologica reconhecedora apresenta-se como uma alternativa na detec¢ao deste pesticida.

Em funcdo das caracteristicas ja mencionadas da técnica SAM, esta ¢ utilizada na
constru¢do de imunossensores eletroquimicos, 0s quais apresentam-se como uma alternativa aos
métodos clinicos de diagnosticos (imunoensaios) na detec¢dao de diferentes patologias, como por
exemplo da tripanossomiase americana (Doenca de Chagas), pois 0s imunossensores permitem
um diagnostico rapido, pratico, os equipamentos sdo portateis e as analises podem ser realizadas
in situ. Estes fatores tornam os imunossensores eletroquimicos uma ferramenta alternativa e
promissora para a deteccdo de diferentes doengas.

Diversos eletrodos, como de carbono, ouro, 6xido de estanho dopado com indio (ITO),
modificados como os mais variados materiais, como por exemplo, nanotubos de carbono,
grafeno, polimeros condutores, nanoparticulas, entre outros, tém sido utilizados como sensores
eletroquimicos, aplicados na detec¢do e quantificagdo de diferentes compostos, tais como:
peroxido de hidrogénio, dopamina, acido Urico, ions metalicos, entre outros. Dentre os diversos
materiais que podem ser utilizados como eletrodos no desenvolvimento de sensores
eletroquimicos, pode-se destacar os eletrodos de carbono grafite, pois apresentam baixo custo,
condutividade semelhante a eletrodos metalicos, resisténcia mecanica além da possibilidade de
miniaturizacdo. Recentemente, varios eletrodos de carbono grafite modificados com particulas
ou microestruturas metalicas de ouro, tem sido reportados, pois estas aumentam a darea
eletroativa e promovem a eletrocatalise. A eletrodeposicao potenciostatica ¢ uma das estratégias
frequentemente utilizadas para modificar os eletrodos de carbono grafite com as microestruturas
metalicas, pois esta permite controlar tanto a morfologia como o tamanho das particulas
depositadas, desta forma avaliar a melhor configura¢do para se obter a maior sensibilidade da
deteccao.

O capitulo 1 desta tese aborda o desenvolvimento e aplicagdo de um biossensor
enzimdtico para a deteccdo do pesticida carbaril, baseado na técnica SAM, utilizando o
dendrimero poliamidoamina de quarta geracdo com nucleo de cistamina (PAMAM-G4) ¢ a
enzima acetilcolinesterase. No capitulo 2 ¢ reportado o desenvolvimento de um imunossensor
eletroquimico label-free aplicado na detecgao de anticorpos Tripanossoma cruzi em amostras de

soro. Este biossensor foi construido sobre uma monocamada do tiol 4cido 3-mercaptopropidnico
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e sobre a mesma foi imobilizado os antigenos 7. cruzi responsaveis pela especificidade do
sensor. No capitulo 3 ¢ relatado o desenvolvimento de um sensor eletroquimico para a detec¢cao
simultanea de dopamina e acido trico. O sensor proposto foi desenvolvido utilizando um
eletrodo de carbono grafite obtido de pilhas de zinco/carbono o qual foi modificado com

microestruturas de ouro pelo método de deposi¢do potenciostatica.
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CAPITULO I

Desenvolvimento de um biossensor para detec¢do de carbaril utilizando a enzima
acetilcolinesterase imobilizada em eletrodo de ouro modificado com o dendrimero PAMAM-G4
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1 Introducao

A modificagdo de superficies metalicas utilizando-se de monocamadas auto-organizadas
(Self Assembled Monolayer) vem sendo estudada desde a década de 40.%° Esta técnica consiste
na imersio de um substrato sélido metalico como: Pt,'® Ag'' e Au,'*"* ou de nanoparticulas
metalicas'* na solugio do adsorbato modificador, a qual pode ser constituida de moléculas
organicas e inorganicas. Entre as possibilidades de substratos e modificadores, eletrodos de ouro
e tidis, sdo os mais utilizados no desenvolvimento de biossensores eletroquimicos, devido a
estabilidade proporcionada pela forte interagdo entre a superficie do eletrodo de ouro e o 4&tomo
de enxofre presente no tiol, e também da presenca de grupos funcionais terminais'”*'® Os
dendrimeros tém sido utilizados no desenvolvimento de biossensores, pois além de apresentar
uma elevada densidade de grupos funcionais terminais, apresentam estruturas tridimensionais
ramificadas, as quais contribuem para manter a estrutura nativa das biomoléculas inalterada,
minimizando o processo de desnaturagdo.'”"® As estruturas idealizadas desta classe de moléculas

podem ser representadas pela Figura 1.

Figura 1 Esquema ilustrativo da estrutura dos dendrimeros, e suas geragdes.
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Fonte: Adaptado da referéncia 17.

Como pode ser visto, os dendrimeros apresentam uma estrutura molecular globular,
constituido por um nticleo, sendo os mais comuns de etilenodiamina e cistamina, onde a partir
destes nticleos ocorre o processo de ramificacdo. O ntimero de unidades repetidas (ramificagdes)
determina a geracao da molécula, quanto maior a geragdo do dendrimero maior ¢ nimero de
grupos funcionais. Portanto em fungao destas caracteristicas, estas moléculas sdo atrativas para a
construcio de biossensores eletroquimicos. '’*?° O dendrimero poli(amidoamina) de quarta
geragdo com nucleo de cistamina (PAMAM-G4), além de apresentar as caracteristicas
mencionadas, pode formar monocamadas diretamente sobre a superficie de substrato de ouro,
pois apresenta em seu nicleo uma ligagdo dissulfeto, a qual pode ser rompida utilizando agentes
redutores, como borohidreto de s6dio (NaBH4), disponibilizando os atomos de enxofre para

- ~ : Tion 21
efetuar a quimissorc¢ao sobre a superficie metalica.
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Na literatura ha varios estudos relatando a utilizacdo de dendrimero na constru¢do de sensores e
biossensores eletroquimicos, aplicados na deteccao de diferentes tipos de analitos, tais como:
nitrito, peréxido de hidrogénio e glicose. **** Recentemente, Zang et al. 24 reportaram o
desenvolvimento de um sensor eletroquimico aplicado na deteccdo de paracetamol utilizando
eletrodo de carbono vitreo modificado. Para modificar este eletrodo foram utilizados nanotubos
de carbono e o dendrimero PAMAM-G4. A estratégia utilizada neste trabalho consistiu na
ligacdo covalente entre os acidos carboxilicos presentes nos nanotubos € 0s grupos terminais
aminos presentes no dendrimero. Com as condi¢des otimizadas, os resultados demonstraram que
o sensor exibiu propriedades eletrocataliticas na detec¢do de paracetamol e sensivel a variagdes
de concentragdes do analito na faixa de 0.3 a 200 pumol. L' com limite de detec¢io de
0,1 pmol. L.

Ning et al.?® desenvolveram um sensor eletroquimico para a deteccdo de nitrito,
utilizando um eletrodo de carbono vitreo (ECV) modificado com o dendrimero PAMAM com
nucleo de etilenodiamina de quarta geracdo. Devido ao fato dos dendrimeros apresentarem
estruturas tridimensionais ramificadas, as quais formam nanocavidades, estas foram utilizadas
para sintetizar e estabilizar nanoparticulas metalicas de prata (AgNp). De acordo com os autores,
o eletrodo modificado com o composito PAMAM/Ag eletrocatalisou a oxidagdo do ion nitrito
comparado ao eletrodo ndo modificado. O sensor apresentou resposta linear a variagdes de
concentragdo do analito na faixa de 4 a 1.440 pmol. L' e apresentou limite de detecgdo
de 0,40 pmol. L™

l. relataram o desenvolvimento de um biossensor

Recentemente, Diéz et a
amperométrico utilizando-se o dendrimero PAMAM-G4 com nucleo de cistamina, para a
deteccao de glucose. Como o dendrimero apresenta no nucleo a ligagdo de dissulfeto, estas
ligacdes foram rompidas pela adi¢do do agente redutor NaHB,, disponibilizando os atomos de
enxofre para formar sobre a superficie do eletrodo de ouro, a monocamada do dendrimero. Com
o intuito de aumentar a sensibilidade na detec¢do de perdxido de hidrogénio, produto da reagao
catalisada pela enzima Glucose oxidase (GOx), foram sintetizadas nas nanocavidades do
dendrimero, nanoparticulas de platina (NpPt). A imobilizacdo da enzima GOx sobre o eletrodo
modificado com a monocamada do dendrimero, se deu por interagdes eletrostaticas, pois a
sintese das nanoparticulas foi realizada no pH 7 e nesta condi¢ao os grupos aminos encontram-se
parcialmente carregados positivamente e a enzima encontra-se carregada negativamente. O

biossensor apresentou resposta linear na faixa de 5,0 a 705,0 pmol. L™ de glucose, com limite de

detecgiio de 2 pmol. L™ e reteve 94% da resposta inicial apos 9 dias de armazenagem.
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Tendo em vista a versatilidade dos dendrimeros, Araque et al.”” modificaram a superficie
de um eletrodo de carbono vitreo, pela adsor¢do de uma mistura, contendo: 6xido de grafeno
funcionalizado com grupos carboxilicos e hidroxilicos. Com o intuito de aumentar a densidade
de grupos funcionais terminais e proporcionar um ambiente favoravel para imobilizar a enzima
tirosinase, sobre a superficie do eletrodo modificado com o grafeno foi adsorvido o dendrimero
poli(amidoamina) de quarta geracdo com nticleo de etilenodiamina. Apos a evaporacao do
solvente, foi gotejada uma solu¢do contendo a enzima tirosinase. O biossensor amperométrico
foi aplicado na detecgio de catecol, e apresentou resposta linear na faixa de 10 nmol. L™ a
22 pmol. L™ com limite de deteccio de 6 nmol. L. Em outro exemplo, Villalonga et al.%
construiram um biossensor para a deteccdo de peroxido de hidrogénio, utilizando as técnicas
SAM e Layer by Layer. O sensor foi construido sobre um eletrodo de ouro modificado com uma
monocamada do dendrimero PAMAM-G4 com nucleo de cistamina, sobre a qual foram
imobilizadas as enzimas HRP. Sobre esta plataforma foi construido um filme com multicamadas,
constituido por camadas alternadas de HRP e do dendrimero poli(amidoamina) de quinta
geracdo. Foi constatado que o limite de detec¢do obtido para o H,O; diminuiu em fungdo de
nimero de bicamadas, até a terceira bicamada. Segundo os autores, a reducao nos valores do
limite de deteccdao foi atribuida a estrutura tridimensional formada, a qual contribuiu para o
aumento da concentracdo de enzimas imobilizadas. O biossensor além de sensivel a variagdes de
concentragdes de H,O, na faixa entre 0,5 e 186 umol. L', com limite de detec¢io de
160 nmol. L™, e apresentou-se estavel, pois manteve 63 % da resposta inicial apos 30 dias de
armazenamento.

Em fungdo da versatilidade, sensibilidade e seletividade, biossensores enzimaticos sao
utilizados na detecgdo de pesticidas carbamatos.?” A presenca destes pesticidas em 4gua e
alimentos € potencialmente perigosa para os mamiferos, pois estes, se ingeridos ou inalados
interagem com o sitio ativo da enzima acetilcolinesterase (AChE), inibindo a atividade da
enzima. Esta enzima possui um sitio ativo onde existem trés residuos principais de aminoécidos,
a serina, a histidina e o acido glutamico, os quais estdo envolvidos diretamente no processo de
hidrolise do substrato enzimatico e neurotransmissor acetilcolina (ACh). Além dos residuos de
aminoacidos ha duas regides anionicas, uma responsavel pela interagdo com a parte catidnica da
ACh e que orienta o substrato para o processo de hidrolise. A segunda regido anidnica,
denominada de sitio anidnico periférico € constituida basicamente por residuos de triptofano e
colina, os quais podem interagir com pesticidas, desta forma a conformacao do sitio catalitico é

alterada impedindo o processo de hidrolise da acetilcolina.*®2°
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Em fungdo da toxicidade causada pelos pesticidas principalmente pelo carbaril,
Cancino et al.*® desenvolveram um biossensor para deteccio eletroquimica deste pesticida. O
dispositivo foi construido sobre um eletrodo de ouro modificado com uma monocamada mista
dos tidis 11-mercaptopropionico e 2-mercaptoetanol, e sobre a plataforma formada foi
imobilizada fisicamente a enzima acetilcolinesterase. Como a atividade da enzima ¢ reduzida
apods a interacao com o pesticida, a detec¢do do pesticida ¢ realizada com base na reducdo da
intensidade de corrente gerada pela oxidagdo do substrato enzimatico iodeto de acetiltiocolina
catalisada pela enzima AChE. Portanto, ¢ necessario avaliar além da faixa de concentracdo em
que o biossensor ¢ sensivel o tempo de imersdo na solu¢do do inibidor. Apds otimizar as
variaveis, o biossensor amperométrico proposto foi aplicado na deteccdo do pesticida e
apresentou-se sensivel a variagdes de concentragdo do analito na faixa entre 0,25 e
1,75 umol. L™, apresentando limite de deteccdo de 0,34 nmol. L' e de quantificacio de
1,15 nmol. L. Liu et al. *" reportaram o desenvolvimento de um biossensor amperométrico
aplicado na detecgao de carbaril em amostras reais de couve. O biossensor foi construido sobre
um eletrodo de carbono vitreo modificado com nanotubos de carbono e folhas de grafeno, ambos
funcionalizados com grupos carboxilicos apds tratamento oxidativo utilizando uma mistura de
acidos e peroxido de hidrogénio. A insercdo de grupos carboxilicos teve como objetivo,
imobilizar covalentemente a enzima AChE. Para estabelecer a ligacdo covalente entre a
superficie do eletrodo modificada com a enzima foi necessaria a utilizagdo dos agentes de
ativacdo carbodiimina (EDC) e n-hidroxisuccinimida (NHS), os quais permitem formar as
ligacdes amidas entre os grupos carboxilicos presentes nos nanotubos e os grupos —NH da
enzima. Tal ligacdo, garantiu a estabilidade da enzima imobilizada e consequentemente do
biossensor durante um periodo de armazenagem de 30 dias. O biossensor apresentou-se sensivel
a varia¢des de concentracio de carbaril na faixa de 5,0 nmol. L™ a 5.000,0 nmol. L', com limite
de detecgdo de 1,7 nmol. L.

A deteccdo de pesticidas como, por exemplo, do carbaril por biossensores que utilizam a
inibicdo da atividade da enzima AChE ¢ realizada com base na intensidade da corrente de
oxidagdo do substrato enzimatico tiocolina, gerada pelo processo de dimerizagao formando o
dimero ditio-bis-colina. Portanto, o biossensor deve apresentar além da enzima um transdutor
que eletrocatalise o processo de dimerizagdo. Neste sentido, Cesarino et al.”” desenvolveram um
biossensor para a deteccdo de compostos carbamatos (carbaril e metomil), utilizando a enzima
AChE imobilizada sobre um eletrodo de carbono vitreo modificado com polianilina (PANI) e
nanotubos de carbono. O processo de modificagdo da superficie do eletrodo consistiu na

eletropolimerizagdo de uma solucdo de PANI e nanotubos utilizando a técnica de voltametria
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ciclica. A estrutura tridimensional formada pela PANI viabilizou a adsor¢do fisica da enzima
AChE e garantiu estabilidade do biossensor por um periodo de 60 dias. Em fungdo das

propriedades eletrocataliticas da estrutura PANI/nanotubo, o dispositivo apresentou limite de

detecgdo de 1,4 ¢ 0,9 umol. L™ para carbaril e metomil, respectivamente.
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2 Objetivos

O objetivo principal deste trabalho consiste no desenvolvimento de um biossensor
enzimatico a partir da técnica SAM e a enzima acetilcolinesterase (AChE), o qual sera aplicado
na deteccdo do pesticida carbaril. Entre os diversos tidis que podem ser empregados na formacao
da SAM, foi utilizado o dendrimero poli(amidoamina) de quarta geracdo com nucleo de
cistamina (PAMAM-G4), devido a estrutura tridimensional ramificada e da presenca dos grupos

funcionais terminais aminos.

2.1 Objetivos Especificos

e Modificar a superficie do eletrodo de ouro utilizando o dendrimero PAMAM-G4;

e Otimizar as condigdes de formagdo da monocamada sobre a superficie do eletrodo de
ouro;

e Caracterizar eletroquimicamente a monocamada formada sobre a superficie do eletrodo
de ouro, utilizando as técnicas de voltametria ciclica e espectroscopia de impedancia
eletroquimica;

e Imobilizar a enzima acetilcolinesterase (AChE) sobre a base formada pela monocamada
do dendrimero PAMAM-G4;

e Aplicar o eletrodo Au/PAMAM/ACHE na determinacdo do pesticida carbaril.
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3 Materiais e Metodologias

3.1 Reagentes

Todos os reagentes utilizados nos experimentos sdo de pureza analitica (P.A.). A enzima
acetilcolinesterase (AChE 827 U. mg"), glutaraldeido (25% v/v), iodeto de acetiltiocolina
(AChI), poli(amidoamina) PAMAM-G4 (10% m/v) e carbaril foram adquiridos da Sigma
Aldrich®. K;[(Fe(CN)s] e K4[Fe(CN)g].3H,0, foram adquiridos da Vetec (BRASIL). A solugdo
tampdo fosfato salino PBS 0,1 mol L™ foi preparada pela mistura de Na,HPO4, NaH,PO4 ¢
NaCl 0,5 mol L. Para o ajuste de pH foi utilizada solu¢io de hidréxido de sodio 1,0 mol. L™

As solugdes foram preparadas com dgua deionizada.

3.2 Pré- tratamento da superficie do substrato de Au

Para que ocorra a formag¢do de monocamadas homogéneas, ¢ necessaria uma superficie
limpa e livre de contaminantes, portanto o eletrodo de ouro com area de 0,028 cm?’ foi
primeiramente submetido ao processo de limpeza mecanico, onde foi realizado polimento com
alumina 0,3 pm. Em seguida, foi realizado o processo de limpeza quimica utilizando solugdo
piranha (H,O; e H2SO4 nas propor¢des 1:3), e por fim o polimento eletroquimico, que consistiu
na varredura de 25 ciclos utilizando solugcdao H,;SO4 0,5 mol. L', com janela de varredura de
potencial de 0,2 a 1,6 V vs Ag|AgCl e velocidade de varredura de 50 mV. s™. O processo

adotado para a limpeza do substrato esta de acordo com o relatado da literatura. **

3.3 Processo de formag¢ao da monocamada (Au/PAMAM)

O tiol utilizado para a modificagio do substrato de ouro foi o dendrimero
poli(amidoamina) de quarta geracdo com nucleo de cistamina (PAMAM-G4). Para tanto, foi
preparada 1 mL de solugdo deste modificador em alcool metilico com concentragdo de
50,0 mmol. L. A esta solugéo foi adicionado 50 pL de uma solugdo de NaBH4 0,1 mol. L! para
redugdo das ligacdes dissulfeto. Esta solug¢do ficou em repouso por quatro horas antes de ser
utilizada.?' O procedimento adotado para o rompimento da ligacio dissulfeto esta de acordo com
os procedimentos reportados na literatura.”

Apds o rompimento da ligagdo dissulfeto, o eletrodo de ouro foi modificado pela imersao

em solu¢io metandlica de PAMAM-G4, com concentracio de 50,0 mmol. L™'. A modificacdo
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ocorreu com diferentes tempos de imersdo: 3, 6, 12, 24 ¢ 48 h. O eletrodo modificado foi
designado como Au/PAMAM.

Para a otimizacdo do tempo de formacdo da monocamada foram realizadas medidas de
voltametria ciclica em H,SO4 0,5 mol. L com v = 50 mV. s, com janela de varredura de
potencial de 0,2 a 1,6 V. Também foram realizados estudos de dessor¢do redutiva utilizando a
técnica de voltametria linear, onde foi utilizado como eletrolito NaOH 0,5 mol. L™ com janela de

varredura de potencial de -0,2a -1,4 Vev=20mV. st
3.4 Estudo da influéncia do método de imobilizacao da AChE sobre Au/PAMAM

Dois métodos foram utilizados para a imobilizagdo da enzima AChE sobre o eletrodo
Au/PAMAM: dip coating e drop coating. Em ambos os procedimentos foi utilizado
glutaraldeido (GLUT) ap6s a modificagdo pela monocamada. Este procedimento constituiu-se na
imersao do eletrodo Au/PAMAM na solugdo de GLUT por 1 hora, sendo que a concentragao de
GLUT foi otimizada. A faixa de concentragdo estudada variou de 0,1 a 10% (v/v). Apos o
periodo de imersdo, o eletrodo foi lavado com agua destilada, para remover o excesso de
moléculas ndo adsorvidas. A Figura 2 apresenta o esquema idealizado do eletrodo

Au/PAMAM/ACHE.

Figura 2 Esquema idealizado do biossensor AuwPAMAM/AChE.
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A imobilizagdo realizada pelo procedimento dip coating ocorreu pela imersao do eletrodo
modificado, na solucao da enzima AChE por um periodo de 12 h. A faixa de concentracdao de
enzima estudada foi de 62 a 496 U. mL"'. A imobiliza¢io pelo procedimento drop coating foi
realizada pelo gotejamento de 10 pL da solucdo enzimatica sobre a superficie do eletrodo. Para
comparagao entre os procedimentos adotados, a concentragdo da solugdo da enzima foi de
496 U. mL™". Apos a deposigdo da enzima, o eletrodo foi armazenado em recipiente refrigerado
por 12 h. Em seguida, este eletrodo foi lavado com solugao PBS 0,1 mol. L, pH = 7,5, para
remover as moléculas fracamente adsorvidas.

Tanto o eletrodo de Au como os eletrodos (Au/PAMAM, Au/PAMAM/GLUT,
Au/PAMAM/GLUT/AChKE) foram caracterizados pelas técnicas de voltametria ciclica e de EIE
utilizando PBS 0,1 mol. L, pH = 7.5, na presenca de 5,0 mmol. L™ do par redox [Fe(CN)q]>"™.
A faixa de varredura de potencial utilizada foi de -0,2 2 0,6 V vs Ag|AgCl, comv=50mV.s".

Com o intuito de investigar o perfil voltamétrico das diferentes arquiteturas foram
realizadas medidas de voltametria ciclica com janela de varredura de 0,0 a 0,4 V vs Ag|AgCl, na
presenca de AChl com concentracao de 5,0 mmol. L', em PBS 0,1 mol. L™, pH =7,5. Também
foram realizadas medidas de voltametria ciclica na faixa de potencial de 0,0 a 0,80 V
vs Ag|AgCl, tanto na presenga de AChl como na presenga de KI com concentragdo fixa de
0,5 mmol. L.

Estudos de otimizacdo da concentracao de glutaraldeido e de unidades enzimaticas 54,55
foram realizados a partir de medidas cronoamperométricas realizadas na presenga de AChl com
concentragio fixa de 1,0 mmol. L, e potencial de +0,28 V vs Ag|AgCl (determinado com base
no potencial de pico obtido dos voltamogramas ciclicos) e tempo de analise de 300 s.

Com o intuito de averiguar a atividade catalitica da enzima AChE imobilizada, foram
realizadas medidas cronoamperométricas com adigdes sucessivas de 100 pL da solugdo estoque
de 1odeto de acetiltiocolina 10,0 mmol. L'l, obtendo-se a faixa de concentragdo de 99,0 a 2.000
umol. L. As medidas foram realizadas em PBS 0,1 mol. L' ¢ pH = 7,5.

A otimizag¢ao do tempo de imersdo na solug¢do de carbaril foi realizada na faixa de 0,3 a
10 min, com concentragdes fixas de carbaril 5,0 pmol. L' e AChI 1,0 mmol. L ¢ potencial de
+0,28 V vs Ag|AgCl e tempo de andlise de 300 s. As medidas foram realizadas em PBS
0,1 mol. L™, pH = 7.5. Entre as medidas foi necessario efetuar a regeneracdo do sitio ativo da
enzima, que ocorreu pela lavagem com solugio PBS 0,1 mol. L"), pH = 7,5 ¢ em seguida o
eletrodo foi imerso por 5 min na solugdo de AChI 10,0 mmol. L. A porcentagem de reativagio

foi estimada com base na corrente inicial gerada pela oxidacdo do substrato enzimatico na
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- -1 , . ~ .. ~
concentracao fixa de 1,0 mmol. L™ antes e apos a interagdo com o pesticida na concentragao fixa

de 5,0 pmol. L.

3.5 Determinagdo de Carbaril

Para a determinacdo de carbaril foram realizadas medidas cronoamperométricas em
potencial fixo de +0,28 V, com tempo de andlise de 300 s, em 10 mL de PBS 0,1 mol. L',
pH = 7.5, contendo 1,0 mmol. L' de AChL. A concentragdo de carbaril variou de 1,0 a
9,0 pmol. L' com tempo de imersio de 5 min Entre uma medida e outra o eletrodo

Au/PAMAM/ACHE foi submetido ao processo de reativacao da enzima descrito no item anterior.

3.6 Medidas Eletroquimicas

Para a realiza¢do das medidas eletroquimicas utilizou-se uma célula eletroquimica com
capacidade de 10 mL contendo trés eletrodos: um eletrodo auxiliar de platina (Pt) com area de
1,0 cm?, como eletrodo de referéncia Ag|AgCl e como eletrodo de trabalho ouro com area de
0,028 cn’.

As medidas de espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIE) foram realizadas em
potencial de circuito aberto (OCP) com amplitude de onda senoidal de 10 mV, na faixa de
freqiiéncia de 10 kHz a 0,1 Hz. Utilizou-se como eletrdlito suporte 10 mL de solugao tampao
PBS 0,1 mol. L"", pH = 7,5 na presenca da molécula sonda [Fe(CN)e]™>™ 5,0 mmol. L. O
equipamento para as medidas eletroquimicas foi um potenciostato/galvanostato AUTOLAB
PGSTAT 100 usando os softwares GPES 4.7 e FRA. Os dados obtidos a partir dos resultados de

espectroscopia de impedancia eletroquimica foram tratados utilizando o software Zview.
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4 Resultados e Discussao

4.1 Pré- tratamento do eletrodo de ouro

A limpeza do substrato de Au ¢ uma etapa crucial na formac¢do de monocamadas, pois
impurezas podem dificultar a adsorcdo das moléculas ou causar defeitos diminuindo a
reprodutibilidade e a estabilidade da monocamada formada. Deste modo € necessario seguir os
procedimentos de limpeza mecénica, quimica e eletroquimica.®® A Figura 3 apresenta o perfil

voltamétrico do ouro apds o processo de limpeza.

Figura 3 Voltamograma ciclico referente ao eletrodo de ouro, eletrolito suporte H,SO, 0,5 mol L',
v=50mV.s".
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Fonte: O autor.

O voltamograma apresenta processos anddicos no intervalo de 1,2 a 1,5 V vs Ag|AgCl,
proveniente da formacdo de hidroxido e 6xido de ouro, e um pico catdodico em 0,94 V, referente
a redugcdo dos compostos formados na varredura anodica. Os processos redox podem ser

. . ~ 3435
descritos pelas seguintes reagdes.”

24u + 3H,0 - Au,05 + 6H* + 6~ (I)
Au,05 + 6HT + 6~ - 2Au + 3H,0 (1)

No potencial de 1,25 V a etapa I ¢é constituida pela formagao de um 6xido hidratado que
pode ser representado como Au(OH)3; ou Au,03.3H,0, ja no potencial de 1,42 V ha a
formagdo do 6xido de ouro anidro (Au,03). Como pode ser visto no voltamograma apresentado
na Figura 3, o pico catodico refere-se a reduciio da monocamada de 6xido formada.**¢’
Utilizando a Equacga@o 1 e a razdo entre a area do pico catddico apresentado na Figura 3 e

a velocidade de varredura foi possivel estimar a densidade de carga.
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0= (f area do pico cat édico

) Eq.1)

14

Onde [ area do pico catédico é integral da area do pico catodico (A.V), v é velocidade
de varredura em (V. s) e Q ¢é carga necessaria para remover a camada de 6xido adsorvido sobre
a superficie do eletrodo de ouro (Coulomb).*® O valor da carga obtida a partir do pico catddico
do eletrodo de ouro sem modificacdo foi de 244 nC. Este valor foi utilizado como base para
estimar o recobrimento superficial parcial dos eletrodos modificados com diferentes tempos de

imersao.

4.2 Formacao da monocamada de PAMAM-G4

Entre os varios alcanotiois que podem ser utilizados para a formagdo de monocamadas foi
escolhido o poli(amidoamina) de quarta geragdo com nucleo de cistamina para modificar a
superficie do substrato de ouro, pois este dendrimero tem em seu nicleo uma ligagdo dissulfeto,
a qual permite a quimissor¢ao direta sobre a superficie do eletrodo de ouro. Além disso, esta
molécula apresenta uma estrutura tridimensional ramificada com 64 grupos aminos terminais, 0s
quais a torna atrativa para a imobilizagdo de biomoléculas.’*** Para otimizar o processo de
recobrimento pela monocamada de PAMAM-G4, foi realizado o estudo do tempo de imersdo. O
resultado da influéncia do tempo no recobrimento da superficie do eletrodo de ouro com a

monocamada ¢ apresentado na Figura 4.
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Figura 4 (A) Voltamogramas ciclicos obtidos em solugio de H,SO,4 0,5 mol. L, v = 50 mV. s™' do eletrodo
Au/PAMAM obtido com diferentes tempos de imersio na solugio de PAMAM ~50 mmol. L no intervalo de tempo
de3a48h.

6
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2 .
O .
2
2 4
3
= 6] —nAu
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10 — AuPAMAM 12
Au/PAMAM_24 h
12 4 — AuPAMAM_48 h
14

0,0 0:2 0:4 0:6 0:8 1:0 1:2 1:4 1:6 1,8
E (V) vs (Ag/AgCl 3,0 mol L KCI)

Fonte: O autor.

A quimissor¢ao de tidis pode ocorrer nos primeiros minutos apos a imersdao do eletrodo
na solu¢do do adsorvente.8 Este fato pode ser constatado observando a intensidade de pico
catodico dos voltamogramas apresentados na Figura 4. Porém, verifica-se que a formacgdo da
monocamada ¢ dependente do tempo de imersdo, pois a intensidade da corrente de pico catddico
diminui em fungao do aumento do mesmo. A partir da carga catodica dos eletrodos AuPAMAM
obtidos com diferentes tempos de imersdao e a Equacdo 2 foi possivel estimar o recobrimento

parcial superficial (9).*"*

0 (%) — (Qouro _Qmodificado ) % 100 (Eq. 2)

Qouro

Onde Q,yro € a carga do eletrodo sem modificagdo € Qmodificado € carga do eletrodo
modificado, as quais foram calculadas de acordo com a Equagdo 1. Os resultados de

recobrimento superficial estdo resumidos na Tabela 1.
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Tabela 1 Recobrimentos superficiais parciais (0), dos eletrodos modificados com diferentes tempos de imersao na
solugdo de PAMAM-G4.

Tempo (horas) Carga (uC) 0 (%)
Au 244.0 -
3 169,8 30,7
131,8 459
12 106,0 56,5
24 85,7 64,0
48 81,4 66,5

Como pode ser visto na Tabela 1, apos trés horas de imersao ja ocorre a quimissor¢ao das
primeiras moléculas de PAMAM-G4. Porém, além da quimissor¢do, € necessario tempos de
imersao maiores, pois € necessario que as moléculas adsorvidas se organizem, o que ocorre pelas
interacdes intermoleculares entre as mesmas*. No caso do dendrimero PAMAM-G4, as
interacdes predominantes sdo do tipo ligagdes de hidrogénio, devido a grande quantidade de
grupos aminos espalhados por toda a estrutura, fato que contribui no aumento de 6 e na
estabilidade da monocamada. Comparando os valores de recobrimento obtidos nos tempos de
imersao, verifica-se que utilizando 12 h de imersdao ha um recobrimento de 56,5%, dobrando este
tempo para 24 h verifica-se que ha um aumento de apenas 13%. No entanto, o aumento do tempo
para 48 h acarretou um acréscimo de 3,8% no 0. A partir destes resultados € possivel afirmar que
12 h pode ser o tempo necessario para formar e estabilizar a monocamada de PAMAM-G4. Estes
resultados foram comparados com os de dessor¢do redutiva, obtidos do eletrodo Au/PAMAM
construido em diferentes tempos de imersdo. Os voltamogramas lineares provenientes destes

estudos sdo apresentados na Figura 5.
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Figura 5 Voltamogramas lineares com correcio de linha base obtidos em solugdio de NaOH 0,5 mol. L,
v =20 mV. s, provenientes da dessor¢io redutiva dos eletrodos Au/PAMAM obtidos com diferentes tempos de
imersdo no intervalo de 3 a 48 h.
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Fonte: O autor.

Monocamadas formadas a partir de tidis podem apresentar dessorcio redutiva* durante a
varredura de potencial catédico com valores superiores a -0,7 V vs Ag|AgCl, porém o potencial
de pico de dessor¢ao ¢ dependente do tamanho da cadeia carbdnica e das interagdes entre elas.*

O mecanismo redox envolvido na dessor¢do redutiva ¢ apresentado a seguir.
Au—SR + e~ - Au® + SR~

O processo de dessorcdo inicia-se nos defeitos existentes na monocamada e progride para
regides de maior organizagdo. Analisando os resultados, verifica-se que os voltamogramas
apresentaram potencial de pico catdodico em -1,06 V. Este valor de potencial ¢ superior ao
apresentado por alcanotidis de cadeia curta, os quais apresentam potencial de pico em torno de
-0,9 V, e semelhante a dessorcao de alcanotidis de cadeia longa (com mais de 8 atomos de
carbono), cujos potenciais de pico catddicos encontram-se em torno de -1,0 V vs Ag|AgCl.46
Este fato pode ser atribuido as forgas intermoleculares entre os grupos funcionais terminais
presentes na estrutura do dendrimero. Portanto, o potencial de pico pode variar em fung¢do do
tamanho da cadeia carbonica e da organizacdo da monocamada.** Observando os voltamogramas
lineares verifica-se que houve o aumento da intensidade da corrente de pico em fun¢ao do tempo
de imersdo. A partir destes resultados e utilizando a Equagdo 3, foi possivel estimar a
concentracdo de moléculas adsorvidas sobre a superficie do eletrodo, também denominada de
excesso superficial (T')."

_ 0
= — (Eq. 3)
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Onde (T) é o excesso superficial em mol. cm™?, (Q) é a carga calculada a partir do pico
catodico gerado pela dessorcdo redutiva, (n.) € o namero de elétrons transferidos por molécula,
(F) ¢ a constante de Faraday e (4) ¢ a area geométrica do eletrodo (cm?). A Tabela 2 resume os
valores de excesso superficial (I') nos diferentes tempos de imersao.

Tabela 2 Valores de excesso superficial (I') obtidos dos voltamogramas dos eletrodos modificados com diferentes
tempos de imersio na solugio de PAMAM-G4 ~ 50 mmol. L™,

Tempo (horas) Carga (uC) T (nmol cm™)

3 15,5 6,4
6 17,9 7.4
12 22.5 9.3
24 22,4 9.3
48 22.1 9.1

Durante a dessor¢do redutiva, verificou-se que a concentracio de moléculas de
PAMAM-G4 adsorvidas ndo aumentou significativamente com tempos de imersdo superiores a
12 h. Comparando estes resultados com os de recobrimento superficial verifica-se que ha uma
divergéncia, pois dobrando o tempo para 24 h houve o aumento de 13% no 6. Este fato pode ser
associado a reorganizacdao das moléculas adsorvidas, tornando a monocamada mais compacta em
funcao do aumento do tempo de imersao, dificultando a formacao da camada de 6xido de ouro e
consequentemente ocorre a diminuigdo da carga catddica. Portanto, 12 h foi o tempo de imersdo

estipulado para a formagao da monocamada, e utilizado para as demais caracterizagdes.

4.3 Imobilizacdo da enzima AChE sobre Au/PAMAM

Apds a otimizacdo do processo de formagdo da monocamada, esta plataforma foi
utilizada para a imobilizacdo da enzima AChE. A enzima AChE apresenta atividade maxima em
torno do pH = 7,5,* porém neste pH, o PAMAM-G4 apresenta os grupos aminos parcialmente
protonados, pois ha grupos aminos primarios ¢ secundarios, 0s quais apresentam os seguintes
valores de pKa 9,0 e 5,8,21 respectivamente. Portanto, foi necessaria a utilizagao de glutaraldeido
no processo de imobilizacdo da enzima para garantir a estabilidade da mesma sobre o eletrodo
Au/PAMAM. As etapas envolvidas no processo de imobiliza¢do da enzima foram avaliadas por
voltametria ciclica e espectroscopia de impedancia eletroquimica. Os resultados destas

caracterizagcdes na presenca da molécula sonda sdo apresentados nas Figuras 6 A e 6 B, para
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todas as etapas de formacao do biossensor, utilizando-se os métodos de dip coating e drop
coating.
Figura 6 (A) Voltamogramas ciclicos obtidos dos eletrodos Au e Au/PAMAM/AChE obtidos pelos diferentes

métodos (dip coating e drop coating) na presenga de [Fe(CN)6*"*, 5,0 mmol. L', PH =75 v=>50mV.s". (B)
Diagrama de Nyquist das diferentes superficies eletrodicas na presenga de [Fe(CN)¢]*"*, 5,0 mmol. L', pH=7,5.
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8 44
—
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—~~ _
0 S 34 RW
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= e N
-8 24 v
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.-. ; v
o N """‘s.i”
24— T T T T T 0+ ? . r . . r
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E (V) vs (Ag/AgCI 3,0 mol L™ KCl)

Fonte: O autor.

Utilizando a metodologia de circuitos equivalentes (inserido na Figura 6), ajustou-se os
dados de EIE. O circuito proposto consiste em um resistor (R1) representando a resisténcia da
solugdo (PBS 0,1 mol. L' na presenca de [Fe(CN)s]*’*, 5,0 mmol. L"), outro elemento (R2)
representando a resisténcia de transferéncia de carga (Rct) causada pelos processos faradaicos na
interface eletrodo/solug¢dao, um elemento de fase constante (CPE) representando a capacitancia da
dupla-camada elétrica e um elemento (W1) o qual representa a difusao semi-finita.

Analisando os resultados, tanto de voltametria como de impedancia, apresentados na
Figura 6 A e 6 B, respectivamente, observa-se que houve a reducdo das intensidades de correntes
de pico e o aumento da resisténcia de transferéncia de carga (Rct) em fun¢do do bloqueio
causado pela monocamada de PAMAM-G4 e pelas etapas posteriores, comparado ao eletrodo de
ouro ndo modificado. Os dados obtidos dos voltamogramas e dos diagramas de Nyquist estdo

resumidos na Tabela 3.
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Tabela 3 Parametros eletroquimicos obtidos dos voltamogramas ciclicos e dos espectros de Nyquist das diferentes
etapas de modificacdo do eletrodo de Au.

Eletrodo Ipa (nA) AEp (V) *Ret (kQ)
Au 21,2 0,07 0,14
Au/PAMAM 18,0 0,08 0,15
Au/PAMAM/GLUT 11,4 0,12 0,29
Au/PAMAM/GLUT/AChKE _dip 8,0 0,20 2,82
Au/PAMAM/GLUT/AChHE _drop 7,8 0,11 4,92

*Ret = resisténcia a transferéncia de carga.

Comparando-se os métodos de imobilizacgdo da AChE, verifica-se que enzima
imobilizada pelo método drop coating apresentou a maior Rct, além das correntes de picos
reduzirem consideravelmente em relacdo ao eletrodo modificado pelo método dip coating. Este
fato pode ser relacionado a maior quantidade de enzima imobilizada pelo método drop coating
ou a conformacdo adotada pela enzima imobilizada. A qual bloqueou parcialmente a superficie
do eletrodo dificultando acesso da molécula sonda ao eletrodo de Au e desta forma reduziu as
correntes de picos geradas no processo redox da molécula sonda. Por esta razao, para verificar
qual o método mais adequado para construgdo do biossensor foi averiguada a resposta
eletroquimica das diferentes arquiteturas na presenca do substrato AChl. A enzima AChE tem
como substrato enzimatico a molécula acetilcolina (ACh), a qual é hidrolisada pela enzima.*
Embora ocorra a hidrolise da ACh, ndo ocorre a transferéncia de elétrons, porque ACh nao ¢
eletroativa. No entanto, o iodeto de acetiltiocolina (AChI) pode atuar como substrato enzimatico,
pois esta molécula ¢ hidrolisada pela enzima e o produto da hidrélise a tiocolina dimeriza-se
formando o dimero ditio-bis-colina. O mecanismo envolvido nesta reagdo ¢ apresentado na

Figura 7.

Figura 7 Esquema da reacdo de hidrolise da molécula de AChI no centro ativo da AChE.**

H3C\ o) H3C\ 0
+ +
HsC—N J\ + HO HsC—N + /U\
TN e, N s H,e” OH
H3C H,C
HaC HaC CHs
. +0,28 V +
SH ~ g N 3 + 2H + 2e
HyC HyC R
3 3 CHj

Fonte: Adaptado da referéncia 45.
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Como pode ser visto no mecanismo anterior, na dimerizagdo da tiocolina ocorre a
liberacao de dois elétrons, os quais sao evidenciados nos voltamogramas ciclicos apresentados na

Figura 8.

Figura 8 Voltamogramas ciclicos obtidos na presenca de AChI 5,0 mmol. L', em PBS 0,1 mol. L,
pH=75,v=10mV.s", utilizando-se diferentes configuragdes de eletrodos.

1,0
— Au
= AU/PAMAM/GLUT/AChE_dip
0,8 . Au/PAMAM/GLUT/AChE_drop
— AU/PAMAM/ACHhE_dip s
Au/PAMAM/AChE_drop
0,6
it% 0,4
0,2
0,0
0,2

0.0 0.1 0.2 0.3 0.4
E (V) vs (Ag/AgCl 3,0 mol L™ KCI)

Fonte: O autor.

Como pode ser visto nos voltamogramas apresentados na Figura 8, todas as
configuragdes de eletrodos apresentaram potencial de pico anodico em aproximadamente
0,25 £0,02 V, o qual ¢ atribuido a formacgao do dimero ditio-bis-colina, porém verifica-se que ha
varia¢des nas intensidades de correntes de pico em fun¢do do método adotado para imobilizar a
enzima AChE. Com intuito de comparar as intensidades de corrente de picos com maior
precisdo, foi realizado um procedimento matematico de deconvolugdo mediante o uso do
software Microcal Origin® (versdao 6.0). Para este processo, foi fixado o potencial de pico em
cada voltamograma, para a posterior aplicacdo da analise gaussiana. Os valores das intensidades
das correntes de pico obtidas das diferentes arquiteturas de eletrodos apos a deconvolugdo sdo

apresentados na Tabela 4.
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Tabela 4 Valores de correntes de pico anodica obtidas da deconvolugdo dos voltamogramas ciclicos apresentados
na Figura 8.

Eletrodo Ipa (nA)
Auw/PAMAM/GLUT/ACHE_dip 0,47
Au/PAMAM/GLUT/AChHE _drop 0,40
Au/PAMAM/ACHE_dip 0,30
Au/PAMAM/ACHE _drop 0,26

*Os termos dip e drop, referem-se aos procedimentos utilizados para imobilizar a enzima AChE sobre o eletrodo Au/PAMAM.

Apesar dos estudos anteriores indicarem que a quantidade de enzima imobilizada pelo
procedimento drop coating (Au/PAMAM/GLUT/AChE_drop) pode ser maior em relagao ao dip
coating (dados mostrados na Tabela 4), verifica-se que o eletrodo que apresentou a maior
intensidade de corrente de pico na presencga do substrato AChI foi o biossensor em que a enzima
foi imobilizada pelo método dip coating com GLUT (Au/PAMAM/GLUT/AChE _dip). Este fato
provavelmente esta relacionado a conformacdo adotada pela enzima durante a ligacao cruzada
com glutaraldeido. Devido a grande quantidade de enzima adsorvida aleatoriamente pelo método
drop coating, pode ocorrer a formagao de agregados, os quais dificultam ou inibem o acesso do
substrato ao centro ativo da enzima.’**' O eletrodo de Au sem a enzima também apresentou uma
pequena corrente de pico, o que pode ser decorrente de uma pequena quantidade do substrato
enzimatico o qual se hidrolisa em meio aquoso, mas a intensidade de corrente ¢ menor quando
comparada aos biossensores. Entretanto, analisando os voltamogramas da Figura 8, verifica-se
que ha um segundo processo que se inicia em aproximadamente +0,4 V. Com o intuito de
investigar este segundo processo a janela de varredura de potencial foi ampliada e foram
realizadas medidas tanto na presenga de AChl como na presenga de KI, pois o substrato
enzimatico apresenta o iodeto como contra ion. Os resultados destes estudos sdo apresentados na

Figura 9.
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Figura 9 Voltamogramas ciclicos obtidos dos eletrodos Au na presenga de KI 0,5 mmol. L ¢ Aw/PAMAM/AChE
na presenga de AChI 0,5 mmol. L", em solugdo PBS 0,1 mol. L'l, pH=7,5v=30mV s

— Au
= Au +KI
34 Au/PAMAM/AChE + AChl
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/
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0.8
E (V) vs (Ag/AgCl 3,0 mol L™ KCI)

Fonte: O autor.

Analisando-se os voltamogramas, verifica-se que utilizando o eletrodo de Au na presenca
de KI, pode ser observados dois processos redox com potenciais de pico em Epa; = 0,48 V
(pouco definido) e Epa, = 0,63 V, assim como para o eletrodo Au/PAMAM/AChE na presenca
de AChI com potenciais de pico em Epa; = 0,47 e Epa, = 0,61 V. Comparando os voltamogramas
verifica-se que apesar dos valores de Epa serem deslocados os perfis voltamétricos se
assemelham, tanto na presenca de AChl como na presenga de KI. Estes resultados podem ser um
indicativo de que pode estar ocorrendo & formagio do ion triiodeto.”**

A sensibilidade do biossensor pode ser afetada em funcdo da concentragio de
glutaraldeido, devido a reducdo da atividade catalitica no caso das enzimas, pois a ligacdo
cruzada entre a enzima e a superficie do transdutor, pode ocasionar alteragdes na conformacao
nativa da biomolécula e agregacdo, dificultando o acesso do substrato enzimatico ao sitio
ativo.>*>° Neste sentido, foi averiguada a influéncia da concentracio de GLUT, na resposta
eletroquimica do biossensor utilizando a técnica de cronoamperometria (Figura 10.), com

potencial fixo em +0,28 V, pois este foi o potencial de pico anddico observado nos

voltamogramas ciclicos, na caracterizagao do eletrodo Au/PAMAM/AChHE na presenga de AChl.
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Figura 10 Correlagdo entre a corrente anddica e a concentragdo de glutaraldeido na faixa de 0,1 a 10%, para o
eletrodo (AW/PAMAM/AChE _dip), na presenga de AChI 1,0 mmol. L, em PBS 0,1 mol. L', pH = 7,5, potencial
fixo em +0,28 V e tempo de 300 s. (n = 3)

0,8

0,74 E

0,6 -

0,5 -

0,3 -

0,2 -

0,14

0 2 4 6 8 10

C Glutaraldeido (7°)

Fonte: O autor.

A concentracdo de GLUT afeta significativamente a sensibilidade do biossensor, pois ao
comparar as intensidades de correntes, verifica-se que na presenca de GLUT 10%, o biossensor
Au/PAMAM/ACHE apresentou intensidade de corrente 72% menor, comparada ao biossensor
construido com solu¢do de GLUT 1%. Este fato pode estar relacionado a desnaturagdo da enzima
durante a imobiliza¢do.”>>® Portanto a concentra¢io de 1% de GLUT foi mantida constante para
as demais caracterizagdes eletroquimicas.

Mantendo-se a concentracdo do glutaraldeido em 1%, a influéncia da concentracdo

enzimatica foi avaliada (Figura 11).
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Figura 11 Correlacdo entre a intensidade de corrente e a concentracio de unidades enzimaticas, dados obtidos do
eletrodo (Au/PAMAM/GLUT/AChE) preparados com diferentes concentragdes da enzima, na faixa de 62 a
496 U. mL", e GLUT 1% na presenga de AChI 1,0 mmol. L' em PBS 0,1 mol. L, pH = 7.5. Potencial fixo em
+0,28 V e tempo de 300 s. (n = 3)
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Fonte: O autor.

A Figura 11 apresenta a correlagdo entre a variagdo de corrente ¢ a concentragdo da
enzima AChE. Verifica-se que houve um incremento na intensidade de corrente de pico em
funcdo do aumento da concentracio de wunidades enzimaticas no intervalo estudado
(62—496 U.). Provavelmente a intensidade da corrente deve aumentar ainda mais com o aumento
das unidades enzimaticas, porém isto implicaria num aumento do custo do biossensor. Portanto a
concentragio de 496 U. mL™" foi utilizada para a constru¢io do mesmo.

O processo de imobilizagdo da enzima sobre o eletrodo pode afetar a atividade catalitica
da enzima, portanto, foram realizadas medidas cronoamperométricas utilizando diferentes

concentragdes do substrato enzimatico. A Figura 12 mostra o desempenho do biossensor.
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Figura 12 (A) Correlagdo entre a intensidade de corrente e a variagdo de concentracdo de AChI na faixa de 99,0 a
2.000 umol. L', em PBS 0,1 mol. L', pH = 7,5, no potencial de +0,28 V, (n = 3). (B) Correlagdo de Lineweaver-

Burk.
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Fonte: O autor.

Como pode ser observado na Figura 12 A, no inicio da reacao entre o AChl e a enzima
AChE ha uma correlacdo linear entre a corrente anddica e a concentragdo de substrato, pois neste
estagio, a velocidade de formagao do complexo enzima/substrato segue uma lei de velocidade de
segunda ordem, pois depende tanto da concentragdo de sitios ativos disponiveis quanto da
concentracdo de substrato.”’ Entretanto, concentragdes superiores a 1,5 mmol. L™ de AChI
ocasionaram um estado estacionario na corrente de pico, pois a reagdo atingiu a velocidade
maxima devido a saturagdo dos sitios ativos disponiveis. Neste estagio, a velocidade da reacdo ¢
independente da concentracdo de substrato, e este perfil ¢ caracteristico de reagdes de ordem zero
em relagdo ao substrato e de primeira ordem em relagdo a decomposicdo do complexo
enzima/substrato no processo de formagio do produto catalisado pela enzima.”®

Utilizando a regressao linear obtida do grafico do duplo reciproco e a equacdo de

Lineweaver-Burk * Eq. 4, foi possivel calcular a constante aparente de Michaelis Menten

(K;pp ) 60,61

app

= () + (3
ISS Imax Imax

Onde [ ¢ o valor da corrente no estado estacionario depois da primeira adicdo do

o) a4

substrato enzimatico, 7, equivale a maxima corrente apos a saturacao do sitio ativo da enzima,
C representa a concentragao do substrato enzimatico na solugdo apoés a saturagao. O K. A‘,llpp obtido
para este biossensor foi de 2,9 mmol. L. De acordo com a literatura,® a K,&pp da AChE
(Electrophorus electricus) livre, determinada pelo método de Ellman’s, ¢ de 0,2 mmol. L. Este

a r rog .
valor de KMPP ¢ caracteristico da enzima e seu substrato, entretanto comparando os valores de
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K;,pp da enzima livre e imobilizada é evidente a reducdo da afinidade da enzima imobilizada,
pois o processo de imobilizagdo pode alterar a conformac¢do nativa da enzima e reduzir a
afinidade. © Entretanto, o valor de K,&pp determinado para este biossensor, ¢ proximo ao
apresentado na literatura para um biossensor baseado na imobilizacdo da AChE, sobre o eletrodo
de carbono vitreo modificado com o dendrimero PAMAM e nanotubos de carbonos
(1,66 mmol. L™")* e para um biossensor onde a enzima foi adsorvida sobre a superficie de

eletrodo de carbono impresso modificado com polietilenoimina (1,5 mmol. L™).®

4.4 Estudo da resposta do biossensor Au/PAMAM/AChHE na presenca de carbaril

A enzima AChE possui um sitio ativo onde existem trés residuos principais de
aminoacidos, a serina, a histidina e o acido glutamico os quais podem interagir com pesticidas.
Desta forma a conformagao do sitio catalitico ¢ alterada impedindo o processo de hidrolise da
acetiltiocolina. Portanto, a detec¢do do carbaril € realizada com base na redugdo da intensidade
da corrente anddica, proveniente da dimeriza¢do do produto da hidrolise catalisada pela enzima.
Assim, o tempo de imersdo na solugao de carbaril ¢ uma variavel importante na sensibilidade do
biossensor. Neste sentido, a influéncia deste parametro foi avaliada e o resultado ¢ apresentado
na Figura 13.

Figura 13 Respostas amperométricas do biossensor Au/PAMAM/AChHE obtidas em PBS 0,1 mol. L', pH=17,5,na

presenca de 1,0 mmol. L' de AChI potencial aplicado de +0,28 V, com diferentes tempos de imersdo
(0,3 a 10 min.) na solucdo de carbaril 5,0 pmol. L. (n = 3)
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Fonte: O autor.

Na presenca do substrato enzimatico AChI com concentragio de 1,0 mmol. L' o

biossensor apresentou intensidade de corrente de 0,7 pA. Apods a imersdo do biossensor por
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30 s na solugdo de carbaril, a intensidade de corrente diminuiu para 0,55 pA. Aumentando o
tempo de imersio para 60 s, a intensidade de corrente diminuiu para
0,4 pA. Entretanto, tempos de imersdao superiores a 300 s ndo apresentaram reducoes
significativas nas intensidades de corrente (0,3 pA). O tempo de 300 s ¢ semelhante a outros
trabalhos ja reportados na literatura para a inibigdo da enzima AChE.**" Este tempo de imersio
relativamente curto, ¢ um indicativo de que hé afinidade do inibidor pelo sitio ativo da enzima,
entretanto, nem todos os sitios disponiveis foram ocupados pelo inibidor, pois mesmo nao
havendo variagdes na intensidade de corrente, ainda ha uma corrente residual. Este resultado
sugere que ha uma competigdo pelo sitio ativo entre o substrato € o inibidor.%®

O processo de inibicdo enzimatica causada por pesticidas carbamatos ¢é reversivel, e pode
durar apenas algumas horas, desde que a enzima esteja em contato com solventes aquosos. Isto
ocorre porque a inibicao envolve a formacao de um complexo enzima-pesticida pouco estavel, o
qual pode ser hidrolisado, liberando desta forma o centro ativo da enzima, porém este processo
pode ser acelerado utilizando procedimentos de regeneracio.®’

O procedimento de reativagdo do biossensor utilizado neste trabalho consistiu na lavagem
do biossensor com PBS 0,1 mol. L™ e em seguida o dispositivo foi imerso por 5 min na solucio
do substrato enzimatico 10,0 mmol. L™". O método utilizado é simples, porém eficiente, pois o
processo permitiu a regeneracdo de 90% da corrente inicial. Portanto no intervalo entre as
medidas na presenca do pesticida, o biossensor foi submetido ao procedimento de reativacao.
Este procedimento é bem descrito no trabalho de e Bucur et al.®’

Como pode ser visto na Figura 14, a sensibilidade do biossensor foi averiguada em

diferentes concentragdes do pesticida.
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Figura 14 (A) Cronoamperogramas obtidos com diferentes concentragdes da solugdo do pesticida carbaril na faixa
de 1,0 2 9,0 umol. L', com concentracio fixa de AChI de 1,0 mmol. L' em PBS 0,1 mol. L' pH = 7,5, potencial
aplicado de 0,28 V (B) Correlagdo entre a % inibigdo e a concentracdo de carbaril. (n = 3)
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Fonte: O autor.

A partir dos cronoamperogramas obtidos nas diferentes concentragdes de carbaril (Figura
14 A), verificou-se que ha uma correlagdo linear com a corrente anodica. A partir desta e
utilizando a Equacdo 5 foi possivel estimar a porcentagem de inibi¢do, a qual ¢ apresentada pela

Figura 14 B.
1% = ”’l;l x 100 (Eq.5)
0

Onde 1% representa a porcentagem de inibi¢do da atividade enzimatica, iy representa a
corrente inicial na presenca de AChl e i, representa a corrente apos a interagdo com a solugio do
pesticida.®® Verifica-se que com o aumento da concentragio ocorre aumento da porcentagem de
inibi¢ao no intervalo de 9,8 a 92%.

Utilizando a correlacdo linear entre a variacao de concentracdo de carbaril € a corrente
anddica, a qual é descrita pela seguinte equagio y = 7,08 x 1077 + 0,0757x, com coeficiente
de correlacdo de R = 0,9705 e o desvio padrao de dez brancos (0,823 nA), foram determinados
seguindo-se os critérios estabelecidos pela IUPAC, % os limites de quantificacdo
(LQ = 0,032 pmol. L") e de detecgio (LD = 0,0108 pmol. L™"). A Tabela 5 apresenta o

comparativo entre os LD apresentados por diferentes biossensores para a detec¢ao de carbaril.
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Tabela 5 Comparativo entre os LD dos diferentes biossensores na detecgdo de carbaril.

Eletrodo LD (umol. L")  Faixa linear (umol. L)  Referéncia
Carb¥/CoPc®/AChE 2,0 5,0 75,0 73
GC*MWCNTY/PANI/AChE 1,4 9,9-49.6 32
Au/MPA/AChE 0,035 2,0 -30,0 70
Este
Au/PAMAM/AChE 0,010 1,0-9,0
trabalho

Au/MPA/AChE-ChO?® 0,006 0,01 — 1,0 71
GC/Chit-PB"/AChE 0,003 0,01 -04 72

*GC_eletrodo de carbono vitreo, "MWCNT_ nanotubos de paredes multiplas, “PANI polianilina, ‘Carb_eletrodo de pasta de carbono,
CoPc_ftalocianina de cobalto, MPA écido 3-mercaptopropidnico, *AChE-ChO enzimas acetilcolinesterase e colina oxidase, "Chit-
PB_compdsito quitosana e nanoparticulas de azul da Prassia.

Analisando os dados da Tabela 5 verifica-se que o LD apresentado pelo biossensor
desenvolvido neste trabalho é comparavel a outros sistemas reportados na literatura.>*’ Portanto
o dispositivo Au/PAMAM/ACHhE apresenta-se como uma alternativa viavel na detec¢do do

pesticida carbaril.

4.5 Estabilidade do biossensor Au/PAMAM/ACHhE

Com o intuito de determinar a vida util do dispositivo, realizou-se o monitoramento
diario da resposta do biossensor durante 10 dias, totalizando 10 medidas. Entre uma medida e
outra o biossensor foi armazenado em PBS 0,1 mol L em pH = 7,5 e refrigerado a 4 °C. As
medidas foram realizadas na presenca de AChI 1,0 mmol. L. Verificou-se que apds a quinta
medida a corrente apresentada foi de 90% da corrente inicial. Apds um periodo de
armazenamento de 10 dias e consequentemente a décima medida, o sensor apresentou 60% da
corrente inicial. No trabalho de Cancino et al.*® ¢ relatado o desenvolvimento de um biossensor
para a detecgdo de carbaril. Este biossensor foi construido sobre eletrodo de ouro funcionalizado
com uma monocamada mista de MPA e MUA e sobre esta plataforma foi imobilizada por
adsorc¢do fisica a enzima AChE. Estudos de estabilidade mostram que o biossensor apresentou

75 % da resposta inicial apos 50 medidas consecutivas durante um periodo de 15 dias.



50
5 Conclusoes

A formagdo da SAM pela quimissor¢do direta do dendrimero PAMAM-G4 seguido pelo
rearranjo das moléculas PAMAM-G4 adsorvidas sobre o eletrodo de ouro e também a
recobrimento pela monocamada, foi evidenciada pelos resultados de voltametria ciclica e de
redugdo dessortiva utilizando voltametria linear. Em fungdo da estrutura tridimensional
ramificada, da presenca dos grupos funcionais terminais na plataforma formada (Au/PAMAM) e
da metodologia dip coating com o auxilio de glutaraldeido empregada na imobilizacdo da
enzima AChE, proporcionou a enzima imobilizada uma orientagdo favoravel, facilitando o
acesso do substrato enzimatico aos sitios ativos, pois o sensor Au/PAMAM/AChHE apresentou as
maiores intensidades de corrente anddicas na presenga do substrato enzimatico.

Estudos do tempo de imersio na presenca da solu¢do de carbaril mostraram que
5 min sdo suficientes para ocorrer o bloqueio dos sitios ativos das enzimas. Os estudos de
regeneracao empregados na reativacao do biossensor, além de eficientes indicaram que afinidade
da enzima pelo substrato ¢ maior do que pelo carbaril, pois foi possivel reativar o
Au/PAMAM/ACHE utilizando a solugdo de AChI em um curto intervalo de tempo.

A estratégia utilizada para modificar o eletrodo de ouro com a monocamada do
dendrimero PAMAM-G4 apresentou-se promissora para o desenvolvimento de biossensores,
pois o limite de detecgdo (LD = 0,0108 pmol. L") apresentado pelo biossensor na determinagao

de carbaril, foi semelhante ou inferior a outros biossensores eletroquimicos.



CAPITULO 11

Desenvolvimento e aplicacdo de um imunossensor eletroquimico sobre monocamadas auto-

organizadas para a detec¢do qualitativa de anticorpos 7. cruzi
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1 Introducao

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) algumas doengas, tais como: malaria,
dengue, leishmanioses, esquistossomose, tuberculose, doenga de Chagas entre outras, sao

" Entre estas doengas, a

denominadas de doengas negligencidveis ou reemergentes.
Tripanossomiase americana, também conhecida como doenca de Chagas, ¢ uma das mais
comuns, ¢ anualmente responsavel por centenas de mortes. De acordo com relatorio da OMS,
aproximadamente 8 milhdes de pessoas estdo infectadas, e mais de 25 milhdes de pessoas
residem em érea de risco.”’°

A doenca de Chagas foi descrita pela primeira vez em 1909 pelo médico brasileiro Carlos
Chagas, ¢ devido a disseminagdo do parasita para o continente americano, a doenca ficou
conhecida como tripanossomiase americana. A tripanossomiase americana ¢ uma infec¢do
parasitaria causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi, e transmitida pelas fezes dos insetos
pertencente da classe dos triatomineos, conhecido popularmente por barbeiro.”®

As técnicas mais comuns utilizadas no diagnostico da doenga incluem analises imunologicas
(hemaglutinagdo indireta (IHA), imunofluorescéncia indireta (IFI) e ensaio imunoenzimatico
(ELISA)). De acordo com Ferrer et al.” as técnicas imunoldgicas apresentam-se seletivas, porém
dependendo do estdgio da doenga a sensibilidade ¢ baixa podendo apresentar resultados falso
positivo ou falso negativo. Portanto, segundo os critérios estabelecidos pela OMS, a andlise de
possiveis pacientes infectados, deve ser realizada por duas técnicas, caso haja divergéncia nos
resultados, deve-se usar uma terceira.’>

Neste sentido, o desenvolvimento de imunossensores eletroquimicos apresenta-se como uma
alternativa complementar para o diagnostico da tripanossomiase americana e outras patologias.
Os imunossensores eletroquimicos pertencem a classe de biossensores, nos quais se utiliza um
antigeno (AG) (ou um fragmento da biomolécula responsavel pela especificidade) ou anticorpo
(AB), como molécula bioldgica reconhecedora acoplada a um transdutor de sinal, que pode
detectar e quantificar concentracdes da espécie complementar. A deteccdo da formagdao do
imunocomplexo pode ser realizada pelo método direto ou indireto. Para monitorar a deteccdo
eletroquimica pelo método indireto € necessario que o anticorpo seja marcado, como por
exemplo, com compostos fluorescentes e enzimas, tais como, as peroxidases, glucose oxidase e
luciferase. A peroxidase de raiz forte (HRP), em funcdo da robustez ¢ mais utilizada, nestes
casos as espécies marcadas sao denominadas de conjugados.79’80A configuragdo basica dos

imunossensores marcados consiste na imobiliza¢cdo de um anticorpo monoclonal (este anticorpo

¢ proveniente de somente um linfécito B, e replicado diversas vezes como um clone, o qual se
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liga somente a um determinado epitopo, regido especifica do antigeno). Sobre a superficie do
transdutor, este anticorpo ao interagir com um antigeno forma o imunocomplexo. Uma vez o
antigeno ligado ao anticorpo imobilizado, este complexo pode ser reconhecido por um anticorpo
secundario, geralmente um policlonal marcado, como por exemplo, com a enzima HRP. Desta
forma pode-se detectar e quantificar variagdes de concentracao do antigeno pela corrente gerada
pela oxidagdo ou reduciio do substrato enzimatico, peréxido de hidrogénio.®"*

A deteccao eletroquimica da formagdo do imunocomplexo pelo método direto ¢ mais
simples, e apresenta menor custo comparado ao método indireto, pois dispensa o uso do
anticorpo secundario marcado.'” Neste método o antigeno ou anticorpo (mono ou policlonal) é
imobilizado na superficie do substrato e pode interagir com a espécie complementar resultando
na formagao do imunocomplexo, o qual pode ser monitorado utilizando técnicas voltamétricas
ou de espectroscopia de impedancia eletroquimica.125

Os antigenos também chamados de imunogenos sdo geralmente glicoproteinas de alta
densidade, que em um organismo vertebrado induz o sistema imunoldgico a produzir anticorpos
que atacam o imunogeno em uma regiao especifica, denominada de epitopo, resultando em uma
resposta imune.3# Os anticorpos constituem uma classe de glicoproteinas conhecidas como
imunoglobulinas, os quais sdo produzidos pelo sistema imunoldgico de vertebrados, mais
precisamente pelos linfocitos. Estas biomoléculas sdo essenciais para a preven¢do e combate as
infecgdes causadas por imunodgenos. Os anticorpos podem ser divididos em cinco classes (IgG,
IgA, IgM, IgD e IgE), o que os difere, ¢ a sequéncia de aminoacidos que constituem a estrutura

da proteina. Porém, a maioria dos anticorpos presentes no sistema imunologico dos mamiferos

sao do tipo IgG.85’86 A Figura 15 apresenta a estrutura idealizada e generalizada dos anticorpos.
Figura 15 - Esquema idealizado da estrutura de anticorpos.
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De maneira geral os anticorpos IgG assim como os demais, apresentam estruturas na forma
de Y, peso molecular médio de 150 kDa, constituidos por dois tipos de cadeias polipeptidicas,
denominadas de leve e pesada. Cada molécula de anticorpo apresenta duas cadeias leves e duas
pesadas. As duas cadeias pesadas sdo ligadas entre si por duas ligagdes dissulfetos, e estas sdo
ligadas as cadeias leves por uma ligacdo dissulfeto. Ambas as cadeias sdo constituidas por
sequéncias de aminodcidos, entretanto, as extremidades das cadeias leves, apresentam uma
regido variavel constituida por uma sequéncia de 110 residuos de aminoacidos, e esta regido ¢
responsavel pela atividade biologica e especificidade de ligacdo dos anticorpos com os
respectivos antigenos.®*® J4 a cadeia pesada ¢ denominada de regiio constante, também ¢é
constituida por uma sequéncia de aminoacidos, entretanto esta regido apresenta uma elevada
densidade de grupos carboxilicos terminais.®

Entre as técnicas que podem ser utilizadas na construgdo de imunossensores
eletroquimicos a self assembled monolayer (SAM) apresenta-se como uma alternativa
promissora, pois monocamadas de tiois sobre eletrodos de ouro, além de conferirem estabilidade
a funcionalizacdo, alguns tidis apresentam grupos funcionais terminais, os quais permitem a
imobiliza¢do de anticorpos ou antigenos com orientacdo adequada para estabelecer a interagao
especifica com a espécie complementar.”*”!

Diversos trabalhos tém relatado o desenvolvimento de imunossensores eletroquimicos
utilizando a técnica SAM. Por exemplo, Lin et al.”* utilizaram a técnica SAM para construir um
imunossensor impedimétrico aplicado na deteccdo de adenovirus do tipo 5. O dispositivo foi
construido sobre a superficie de eletrodo de ouro modificado com uma monocamada de
1,6-hexanoditiol (HDT). Com o intuito de aumentar a area superficial do eletrodo Au/HDT, este
foi imerso em uma solugdo contendo nanoparticulas de ouro (AuNp), em seguida o eletrodo
Au/HDT/AuNp foi imerso na solu¢do do acido 3-mercaptoundecandico (MUA). Sobre a
plataforma Au/HDT/AuNp/MUA foram imobilizados covalentemente utilizando EDC/NHS os
AB anti-adenovirus do tipo 5. As variagdes nos valores de Rct demonstraram que o
Imunossensor proposto apresentou resposta a variagdes de concentragdes do virus.

Martins et al.”® desenvolveram um imunossensor eletroquimico para detec¢io de um dos
agentes que mais causam intoxicagdes alimentares, a bactéria Staphylococcus aureus. O
dispositivo foi desenvolvido sobre a superficie de um eletrodo de ouro modificado com
monocamadas de cisteamina, para imobilizacdo da proteina A, a qual é constituinte da parede
celular da Staphylococcus e capaz de estabelecer uma ligagdo com bactéria. Foram estudados
diferentes métodos, tais como: adsorcao fisica, ligagdo covalente utilizando EDC/NHS e ligagao

cruzada com glutaraldeido. Porém, o método utilizando a ligacdo covalente foi o que
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proporcionou ao dispositivo maior estabilidade. O imunossensor voltamétrico apresentou
resposta na deteccdo da bactéria em amostras de queijo contaminadas, com limite de
detecgdio de 33,9 ng. mL ™.

Entre as varias possibilidades de alcanotiois, o 4acido 3-mercaptopropidnico (3-MPA)
constitui uma alternativa vantajosa no desenvolvimento de biossensores eletroquimicos, pois o
3-MPA ¢ um alcanotidl de cadeia curta, fato que viabiliza a transferéncia de elétrons e o tempo
de formagdo e estabilizacdo da monocamada ¢ relativamente menor, comparado a tidis de
cadeias maiores.*® Outro fator importante ¢ a presenca dos grupos carboxilicos terminais, 0s
quais apresentam pKa em torno 5,6,”* e que no pH fisiologico os grupos funcionais estio
desprotonados, fato que viabiliza a imobilizagdo de biomoléculas, seja pela interacao
eletrostatica ou pela utilizagio de agentes de ligacdo cruzada.” Recentemente Braick et al.”
relataram o desenvolvimento de imunossensor impedimétrico para a deteccdo da bactéria
Staphylococcus aureus. O imunossensor foi desenvolvido sobre eletrodos de ouro modificados
com monocamadas do acido 3-mercaptopropionico, os quais apdés a ativagdo dos grupos
carboxilicos com EDC/NHS permitiram a imobilizacdo dos anticorpos anti-S aureus. A
sensibilidade do dispositivo foi avaliada em diferentes concentragdes de Staphylococcus,
apresentando limite de detecgdo de 10 CFU. mL". Assim como a bactéria Staphylococcus a
Listeria monocytogenes ¢ um agente patogénico de origem alimentar que pode causar varias
doengas tais como: meningite, gastroenterite, septicemia. Neste sentido, Cheng et al.’’
desenvolveram um imunossensor eletroquimico, utilizando um eletrodo de ouro com SAM do
acido 3-mercaptopropidnico, ativado com EDC/NHS, modificado com anticorpos monoclonais
anti-Listeria. O eletrodo obtido foi imerso na solu¢do contendo as células da bactéria Listeria
monocytogenes em diferentes concentragdes, sendo posteriormente gotejado sobre 0 mesmo uma
solugdo com concentragdo fixa dos anticorpos policlonais biomarcados com a enzima HRP.
Utilizando a técnica de cronoamperometria € o substrato enzimatico (peréxido de hidrogénio),
foi avaliada a sensibilidade do imunossensor variando a concentragdo de solugdo contendo a
bactéria na faixa de 1,0 x 10° a 1,0 x 10° CFU. mL'l, apresentando limite de deteccdo de
1,0 x 10" CFU. mL™". Como pode ser constatado, a deteccao da bactéria Listeria ¢ realizada de
forma indireta, isto é, a concentragdo do analito, neste caso da bactéria é dirctamente
proporcional a intensidade da corrente gerada pela redugdo do perdxido de hidrogénio.

O desenvolvimento de imunossensores para deteccdo de tripanossomiase americana
utilizando-se diferentes técnicas de imobiliza¢do tem sido reportado na literatura. O trabalho de
Luz et al.” reporta o desenvolvimento de um imunossensor para a detecgdo de tripanossomiase

americana utilizando eletrodo de ouro modificado com SAM mista dos tiois acidos
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3-mercaptopropionico e 11-mercaptoundecanoico, sobre a qual os antigenos 7. cruzi foram
covalentemente imobilizados utilizando EDC/NHS. Os possiveis sitios de ligacdes nao
especificas foram bloqueados com albumina de soro bovino (BSA). As etapas de modificacao e
também a detec¢do dos anticorpos 7. cruzi em amostras de soro foi realizada de forma direta
utilizando a técnica de ressonancia de plasma de superficie (SPR), pela variacdo do angulo da
radiacdo incidente. O imunossensor apresentou resposta as variacdes de concentracdo de
amostras de soro contaminadas com anticorpos 7. cruzi até o fator de diluigao 1:1.280 e seletivo
a detecc@o de anticorpos 7. cruzi na presenca dos componentes constituintes da amostra de soro.

Outro exemplo é relatado por Ferreira et al. %

no qual os autores relataram a detecgdo
eletroquimica indireta de anticorpos 7. cruzi utilizando um eletrodo impresso de ouro modificado
com SAM de cisteamina (CYS). Sobre a plataforma Au/CYS, foram imobilizados
covalentemente os antigenos 7. cruzi utilizando glutaraldeido e os sitios nao especificos foram
posteriormente bloqueados com BSA. Neste caso, a detec¢do dos anticorpos da amostra de soro
foi realizada de forma indireta e, portanto, apds incubar o eletrodo na solucdo contendo os AB T.
cruzi fol necessario incubar o eletrodo na solu¢do contendo AB secundario marcado com a
enzima HRP. Portanto, a detec¢do dos anticorpos 7. cruzi foi realizada com base na corrente de
redugdo do perdxido de hidrogénio gerada pela reagao catalisada pela enzima HRP.

Os imunossensores eletroquimicos que dispensam o uso de marcadores, ou seja, que
detectam a imunorreacdo pelo método direto, sdo tdo sensiveis quanto aqueles que detectam a

formacdo do imunocomplexo indiretamente, entretanto os livres de marcadores sdo menos

onerosos, pois dispensam o uso de anticorpos secundarios.
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2 Objetivos

O principal objetivo deste trabalho foi desenvolver um imunossensor eletroquimico, o qual
sera aplicado na detec¢do direta de anticorpos 7. cruzi em amostras de soro. O processo de
constru¢do do imunossensor consistiu na modificagdo do eletrodo de ouro pela formagao de uma
monocamada do tiol dcido 3-mercaptopropidnico (3-MPA). Sobre a plataforma formada, foi

imobilizado covalentemente os antigenos do protozoario Trypanosoma cruzi.

2.1 Objetivos Especificos

e Avaliar a influéncia dos parametros (concentracdo e tempo de imersdo) envolvidos no
processo de formagao da monocamada do tiol dcido 3-MPA;

e (aracterizar eletroquimicamente as etapas de formagao do eletrodo Au/MPA/AG/BSA,
utilizando-se as técnicas de voltametria ciclica e espectroscopia de impedancia
eletroquimica na presenca da molécula sonda [Fe(CN)e]™';

e Otimizar os parametros (concentracdo e tempo de imersao) envolvidos no processo de
imobilizacao dos antigenos (AG),

e Averiguar o melhor tempo de incubagdo em amostras de soro contendo anticorpos (AB)
provenientes da doenga;

e Realizar testes de seletividade e sensibilidade em amostras de soros na presenca € na

auséncia de AB.

3 Materiais e Metodologias
3.1 Reagentes e Solugdes

Para o desenvolvimento do imunossensor foi utilizado eletrodo de ouro policristalino com
diametro de 2 mm, comercializado pela BASi®. Os antigenos 7. cruzi, assim como 0s anticorpos
anti-T. cruzi foram obtidos do kit laboratorial para a determinagao qualitativa de tripanossomiase
americana, comercializado pela Gold Analisa®. O kit ¢ constituido por eritrocitos estabilizados
de aves e sensibilizados com componentes antigénicos do Trypanosoma cruzi. Os anticorpos 7.
cruzi estio contidos em amostras de soro de carneiro em PBS 0,1 mol. L. Todas as dilui¢oes
necessarias foram realizadas em PBS 0,1 mol. L, pH = 7,2. A dosagem protéica total dos
anticorpos 7. cruzi (0,6 g. L), Toxoplasma (1,0 g. L), bem como antigenos T cruzi (2,5 g. L),

100
d.

foram determinadas pelo método de Bradfor O método Bradford ¢ um ensaio colorimétrico
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utilizado para a determinagao total de proteinas e baseia-se na absorbancia do corante Coomassie
Brilliante Blue G-250. Para determinar a dosagem protéica, foi utilizado o reagente de Bradford,
que consiste em uma solucao contendo 40 mg deste corante,
20 mL de etanol 95% (V/V) e 40 mL de acido fosfoérico 85% (V/V). O volume da solucdo final
foi acertado para 100 mL com 4gua ultrapura, em seguida a solugdo foi diluida na propor¢do de
1:3 com agua ultrapura, em seguida foi filtrada.

Para as analises, o protocolo relatado na literatura foi adaptado para placas de ELISA. A
curva padrido foi obtida utilizando-se de uma solucdao estoque de BSA, com concentracdo de
0,5 pg. mL™'. A partir da solucéio estoque foram realizadas diferentes dilui¢des (0,1 pg. mL™”,
0,2 ng. mL™, 03 pg. mL", 0.4 pg. mL™ e 0,5 ng. mL™). Em cada pogo da placa de ELISA,
foram adicionados: 4,0 uL de cada uma das solugdes diluidas de BSA, 36 uL de dgua ultrapura
(milli-Q) e 160 pL do reagente de Bradford. Em seguida, realizou-se a leitura utilizando um
leitor de ELISA (Bio-Rad) com comprimento de onda fixo em 595 nm.

Em cada um dos pogos da placa de ELISA foram adicionados: 4 uL das amostra com
concentracao desconhecida, 36 uL de agua ultrapura e 160 uL do reagente de Bradford e
realizou-se a leitura como descrito na constru¢do da curva analitica, obtidas em diferentes
concentracdes de BSA. A partir da regressdo linear obtida da curva analitica, calculou-se a
concentracao protéica das amostras contendo os antigenos e anticorpos. Todas as analises foram
realizadas em triplicata.

Os reagentes utilizados: n-hidroxisuccinimida (NHS), 1-etil-3-(3-cloridrato)
dimetilaminopropil ~ carbodiimida  (EDC), 4cido  3-mercaptopropionico  (3-MPA),
hexacianoferrato de potassio (IIT) K;[Fe(CN)¢], hexacianoferrato de potassio (II) K4[Fe(CN)¢],
hidroxido de sédio (NaOH), cloreto de sodio (NaCl), albumina de soro bovino (BSA), fosfato de
sodio mono (NaH,POy4) e dibasico (Na;HPO4) foram adquiridos da Sigma Aldrich®. Os demais
reagentes utilizados sdo de pureza analitica (PA). Todas as solugdes foram preparadas com agua

destilada.

3.2 Otimizagao do processo de formacao da monocamada de 3-MPA

O procedimento de limpeza utilizado foi o mesmo descrito no capitulo I, e estd de acordo
com o procedimento relatado por Carvalhal et al.*® Inicialmente foi averiguada a influéncia da
concentracao de 3-MPA na modificacao do eletrodo. Neste estudo, o eletrodo de ouro foi imerso
na solugio de 3-MPA com diferentes concentra¢des (na faixa de 1,0 mmol. L™ a 0,1 mol. L™

com tempo de imersdo fixo em 30 min. Apds a otimizac¢do da concentragdo da solugdo do tiol, o
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eletrodo de ouro foi imerso na solugio de 3-MPA com concentragdo fixa de
10,0 mmol. L', com diferentes tempos de imersio: 30, 60, 180 e 360 min. Apds cada
modificagdo o eletrodo foi submetido ao processo de limpeza. As medidas eletroquimicas
referentes a otimizag¢ao da formagdo da monocamada de 3-MPA, foram realizadas em solugao de

H,S04 0,5 mol. L), v=30 mV. s, e também em NaOH 0,1 mol. L, v=10mV. s

3.3 Imobilizacdo dos Antigenos

Para a imobilizagdo dos antigenos (AG), os grupos carboxilicos presentes na
monocamada do 3-MPA foram primeiramente ativados pela imersao do eletrodo Au/MPA em
solug¢do aquosa contendo 0,2 mol. L de EDC e 0,05 mol. L' de NHS, durante 20 min, segundo
procedimento ja bem descrito na literatura.'*"-'%*

Ap0s ativagdo dos grupos carboxilicos da monocamada, o eletrodo foi imerso na solugao
de AG com diferentes concentra¢des, na faixa de 0,25 a 2,5 g. L™ e tempo de imersdo fixo em
5 min. Posteriormente a otimizagdo da concentracao de AG, foi estudado o tempo de imersdao na
solu¢do de AG no intervalo de (5, 15, 30 e 60 min) sendo que a concentracao de AG foi mantida
constante 0,5 g. L. Na etapa seguinte, o eletrodo foi lavado com PBS 0,1 mol. L em pH 7.2.
Finalizada a etapa da determinagdo das melhores condi¢des de imobilizagdo dos AG, os
possiveis sitios de ligagdo ndo ocupados pelos AG, foram bloqueados pela imersdo do eletrodo
Au/MPA/AG na solugdo de BSA, sendo que a concentracdo utilizada foi estudada na faixa de 1 a
10 mg. mL™". O tempo de imersio nesta solugio foi de 15 min. A Figura 16 mostra o esquema

idealizado da formagao do imunossensor (Au/MPA/AG/BSA).

Figura 16 Esquema idealizado da construg@o do sensor Au/MPA/AG/BSA.
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Fonte: O autor.
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3.4 Medidas eletroquimicas

Todas as otimizagdes realizadas, foram monitoradas tanto por voltametria ciclica quanto
por espectroscopia de impedancia eletroquimica, utilizando solu¢io PBS 0,1 mol. L, pH = 7,2
na presen¢a da molécula sonda [Fe:(CN)g]'3/'4 0,5 mol. L'!, com v = 30 mV. s'. As medidas de
espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIE) foram realizadas em potencial de circuito
aberto (OCP) na faixa de frequéncia de 10 kHz a 0,1 Hz, com perturbacao de onda senoidal de
10 mV.

3.5 Caracterizagoes por Microscopia de Forca Atdomica (AFM)

Com o intuito de investigar a morfologia das superficies dos eletrodos modificados nas
diferentes etapas de modifica¢do, foram realizadas caracterizagdoes por AFM. O equipamento
utilizado para realizar as medidas, foi um microscopio marca SHIMADZU modelo SPM 9600 do

Laboratorio Multiusuarios da UEPG. As imagens foram obtidas no modo ndo contato.

3.6 Regeneracdo do Imunossensor

De acordo com a literatura, os imunossensores podem ser regenerados pela dissociagao
do imunocomplexo. Para efetuar a regeneragdo do imunossensor, podem ser utilizadas solugdes
4cidas ou basicas com elevada forca ionica.'®'*

A primeira estratégia avaliada, consistiu na imersdo do imunossensor na solucdo
contendo HCI, pH = 2,0 e NaCl 0,1 mol. L' Neste periodo, o eletrodo Au/MPA/AG/BSA foi
primeiramente imerso na solu¢io de AB 0,6 g. L™ por 30 min. Ap6s o periodo de incubagio,
utilizando a técnica de EIE foi avaliada a variacdo da Rct. Em seguida, o Au/MPA/AG/BSA/AB
foi imerso na solugdo de HCI/NaCl por 5 min. Posteriormente, o imunossensor foi caracterizado
¢ obtido o valor da Rct. Com o intuito de avaliar o procedimento de regeneracao utilizado, o
imunossensor foi novamente imerso na solugdo de AB com concentragdo de
0,6 g. L' por 30 min em seguida o dispositivo foi caracterizado.

O mesmo procedimento foi utilizado para a solucdo contendo NaOH e
NaCl 0,1 mol. L, pH = 10. Os procedimentos de regeneragio utilizados, foram realizados de

acordo com os descritos na literatura.'®*"'*°
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3.7 Detecgao da imunorreacao entre antigenos e anticorpos 7. cruzi

A resposta do imunossensor foi avaliada em amostras de soro contaminadas com AB com
concentragio de 0,6 g. L. Neste experimento, o imunossensor foi imerso na solugio contendo
os AB por 30 min. Em seguida o dispositivo foi caracterizado por EIE e também por VC, na
presenca de [Fe(CN)6]™>*0,5 mol. L' em PBS 0,1 mol. L™, pH = 7,2. Tanto os antigenos como
os anticorpos 7. cruzi foram obtidos a partir dos kits comerciais Gold Analisa, os quais foram
utilizados sem purificagdes. A seletividade do Au/MPA/AG/BSA foi avaliada em amostras
contaminadas com anticorpos Toxoplasma com fator de dilui¢do de 0,6 g. L. As medidas foram
realizadas de maneira similar ao AB 7. cruzi. O mesmo procedimento foi utilizado para a
amostra de soro na auséncia de AB (controle negativo). As medidas de EIE foram realizadas em
potencial de circuito aberto (OCP) na faixa de frequéncia de 10 kHz a 0,1 Hz, com amplitude de

onda senoidal de 10 mV.

4 Resultados e Discussao

4.1 Estudos da formag¢ao da monocamada de 3-MPA sobre o eletrodo de Au

Primeiramente, foi realizado o estudo do processo de formagdo da monocamada de
3-MPA. Desta forma, com o intuito de averiguar a porcentagem de recobrimento (&) da
monocamada do 3-MPA sobre a superficie do eletrodo, foram realizados estudos da influéncia
do tempo de imersdo e da concentracao de 3-MPA. Os resultados voltamétricos nas diferentes

condigdes sdo apresentados na Figura 17.
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Figura 17 (A) Voltamogramas ciclicos do eletrodo modificado com 3-MPA em diferentes concentragdes do
3-MPA na faixa de 1,0 mmol. L™ a 0,1 mol. L' e (B) com diferentes tempos de imersdo em solucdo de 3-MPA
10,0 mmol. L' no intervalo de 30 a 360 min, em solugdo de H,SO,4 0,5 mol. L' v=30mV.s".
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Fonte: O autor.

Foi avaliada a redugdo da &area do pico catédico causada pela quimissor¢cdo da
monocamada em diferentes concentragdes de 3-MPA, com tempo de imersio fixo em
30 min. A partir da Figura 17 (A), pode-se observar uma maior supressao da intensidade de
corrente de pico quando foi utilizada a concentragio de 10,0 mmol. L. Concentragdes
superiores a 10,0 mmol. L™ ndo apresentaram varia¢des significativas na redugdo da corrente de
pico, provavelmente devido a saturacdo da superficie. Porém, utilizando-se concentragdes
inferiores a 1,0 mmol. L™, a supressao do sinal foi minima, comparada a intensidade de corrente
catodica do eletrodo ndo modificado.

Os resultados de VC sugerem que a partir da concentragio do tiol 1,0 mmol. L™ e tempo
de interacdo de apenas 30 min, ja ocorre a formacdo da SAM, porém ainda incompleta e
desorganizada. De acordo com a literatura, baixas concentra¢des requerem maiores tempos de
imersdo0.*31% Desta forma, para as demais caracterizagoes, a concentragao de 3-MPA utilizada
foi de 10,0 mmol. L.

Estudos em diferentes tempos de imersao na solu¢ao de 3-MPA s3ao mostrados na Figura
17 B. Como pode ser observado, a corrente de pico catddico diminuiu em comparacao ao
eletrodo de ouro ndo modificado j& nos primeiros 30 min. Apos 180 min de imersdo, ndo sao
observadas variagoes significativas na redugdo da intensidade das correntes de pico, pois as
cadeias carbonicas que estavam paralelas a superficie, alinham-se verticalmente promovendo
maior ordenamento molecular até a saturacao da superficie do eletrodo. Vale ressaltar que o
tempo de adsorcao estd relacionada com o tamanho da cadeia carbdnica e a presenga de grupos
funcionais terminais presentes na estrutura do adsorbato.'” O tempo de imersio determinado

para a formagio da monocamada de 3-MPA, é semelhante ao relatado por Pedrosa et al."® e
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Tsuetal.'” A partir da carga do pico catddico nos diferentes tempos de imersao e a Equagao 2,
foi possivel estimar os valores de recobrimento parcial superficial, cujos resultados sdo

apresentados na Tabela 6.

Tabela 6 Valores de recobrimentos superficiais parciais (6) dos eletrodos modificados com diferentes tempos de
imersao.

Tempo (min) Carga (nC) 0 (%)
Au 212,0 -
30 167,0 21,2
60 137,9 349
180 122.9 42,0
360 116,4 45,0

Verifica-se que com 30 min de imersdo ja se tem um 6 = 21,2 %, o qual aumenta em
fun¢do do tempo até 180 min onde o 0 ¢ de 42,0%. Para tempos de imersdo superiores, este valor
de 6 manteve-se praticamente constante. Este fato pode estar relacionado ao empacotamento da
monocamada, pois nos primeiros minutos as moléculas de ti6is estdo adsorvidas aleatoriamente
sobre a superficie e 60 ¢ pequeno, com o aumento do tempo, as moléculas aleatoriamente
adsorvidas se alinham perpendicularmente a superficie aumentando as interacdes
intermoleculares, resultando em um empacotamento mais denso, proporcionando um aumento do
recobrimento superficial.'”> A porcentagem de recobrimento esta de acordo com os resultados
apresentados por monocamadas formadas por outros tidis de cadeia curta.*! Estes resultados
foram confrontados com os resultados de dessor¢do redutiva, os quais sdo apresentados na
Figura 18.

A partir de estudos de dessor¢ao redutiva eletroquimica € possivel averiguar e estimar a

estabilidade e nimero moléculas adsorvidas sobre a superficie do eletrodo (Figura 18).
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Figura 18 Voltamogramas lineares provenientes da dessorcdo redutiva do eletrodo modificado com 3-MPA,
construidos com diferentes tempos de imersdo no intervalo de 30 a 360 min, em solu¢do de NaOH 0,5 mol. L'l,
v=20mV.s".
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Fonte: O autor.

Monocamadas formadas por tidis podem dessorver da superficie durante a varredura de
potencial catodico com valores superiores a -0,4 V vs Ag|AgCl 3,0 mol L™ KCI, porém o
potencial de pico de dessor¢do ¢ dependente do tamanho da cadeia carbonica e das interagdes
entre elas.***

O processo de dessorc@o inicia-se nos defeitos existentes na monocamada e progride para
regides de maior organizagao. Analisando os voltamogramas apresentados na Figura 18, verifica-
se que ocorre o deslocamento do potencial ¢ aumento da intensidade de corrente de pico em
funcao do tempo de imersdo. Este fato pode estar atribuido ao aumento da organizacdo das
moléculas adsorvidas, pois a organizagdo assim como o empacotamento da monocamada ¢
dependente do tempo de imersdo do eletrodo na solugdo do tiol.'®

Para o Au/MPA obtido com tempo de imersdo de 30 min, verifica-se um Epc em -0,5 V. Este
potencial ¢ menor do que o apresentado por outras monocamadas formadas por alcanotidis de
cadeia curta. Esta discrepancia pode estar relacionada ao baixo empacotamento da SAM.'%'%
Isto pode ser constatado ao comparar o valor de recobrimento superficial (0) nestas condi¢des, o

qual ¢ baixo (6 =21,2), indicando que o nimero de defeitos na monocamada ¢é grande.
Comparando as intensidades de corrente de pico nos tempos de imersdo de 180 e 360 min
ndo se observam variagdes significativas nas mesmas, indicando que a partir de 180 min ja
ocorre a saturagdo da superficie. Porém com 360 min de imersdo, o eletrodo apresentou o Epc
em -0,73 V, enquanto que em 180 min, o Epc foi de -0,64 V. Este deslocamento do potencial
para regides mais negativas pode ser atribuido ao aumento da organizagdo das moléculas

adsorvidas.
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Utilizando os dados de dessor¢cdo ¢ a Equagdo 3, foi possivel estimar o numero de
moléculas adsorvidas (I') nos diferentes tempos de imersdo. Estes dados estdo resumidos na
Tabela 7.

Tabela 7 Valores de excesso superficial (') das moléculas adsorvidas sobre eletrodo de Au, determinados a partir

dos voltamogramas lineares obtidos dos eletrodos modificados com SAM de 3-MPA em diferentes tempos de
imersao.

Tempo (min) Carga (uC) T (nmol cm?)

30 14,7 4,8
60 18,5 6,1
180 25,8 8,5
360 26,4 8,7

Analisando os dados apresentados na Tabela 7 verifica-se que o numero de moléculas
adsorvidas aumenta em fun¢do do tempo de imersdo. Este fato estd relacionado com a formacao
e estabilizacdo da monocamada. O 3-MPA apresenta grupos carboxilicos terminais, os quais
podem causar repulsdes eletrostaticas, impedimentos estéricos ¢ podem limitar o nimero de
moléculas adsorvidas.'” Fato que est4 de acordo com os resultados apresentados, pois verificou-
se que tempos de imersdo superiores a 180 min ndo proporcionaram aumento significativo na
concentracdo de moléculas adsorvidas. Portanto, o tempo de imersdo estipulado para a
modificacao do eletrodo foi de 180 min.

Como a organizacdo das moléculas ¢ alterada em fung¢do do tempo de imersdo,
provavelmente a rugosidade também devera apresentar alteracdes. Portanto, o processo da
formacdo da monocamada nos diferentes tempos de imersdo foi averiguado utilizando a técnica
de microscopia de for¢a atdbmica (AFM). As imagens de AFM obtidas para filmes Au/MPA com

diferentes tempos de imersdo sdo apresentadas na Figura 19.
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Figura 19 Imagens de AFM do eletrodo de ouro (A) e do eletrodo de ouro modificado com a monocamada de
3-MPA, formada com diferentes tempos de imersdo (B) 30 min.; (C) 60 min.; (D) 180 min. e (E) 360 min.
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Fonte: O autor.

A partir das imagens de AFM foi determinada a rugosidade quadratica média (Rq) de
cada uma das superficies. Verificou-se que a Rq varia em funcao do tempo de imersao, pois o
eletrodo de Au apresentou Rq de 5 nm e apds 30 min de imersdo na solucdo de 3-MPA, a
superficie apresentou Rq de 9,60 nm. No entanto, as imagens de AFM mostraram que o aumento
do tempo de imersdo para 60, 180 e 360 min causou o decréscimo da Rq para 8,09, 6,03 ¢
5,16 nm respectivamente. Este resultado ¢ um indicativo de que nos primeiros minutos de
imersdo, ocorre a adsor¢cdo de moléculas de 3-MPA, porém de forma randdmica, pois a Rq
aumentou em comparagao ao eletrodo de Au ndo modificado. Entretanto, o aumento do tempo de
imersao possibilita que seja estabelecido um maior nimero de interagdes intermoleculares entre
as moléculas de 3-MPA adsorvidas, desta forma ocorre o empacotamento da monocamada. Estes
resultados estdo de acordo com o aumento do recobrimento superficial (8) causado pelo aumento
do tempo de imersdo, pois maiores tempos de imersdes permitem que as moléculas
aleatoriamente adsorvidas orientem-se perpendicularmente a superficie do eletrodo de ouro,
devido as interagdes intermoleculares, permitindo a adsor¢do de novas moléculas, de modo a

aumentar o empacotamento da monocamada e a proporcionar a redugao da Rq.
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A técnica de espectroscopia de impedancia eletroquimica também foi utilizada para
averiguar a influéncia do tempo de imersdo no processo de formag¢do da monocamada. Os

resultados sao apresentados na Figura 20.

Figura 20 Diagrama de Nyquist obtidos em PBS 0,1 mol. L' na presenga de 5,0 mmol. L' de [Fe(CN)s]*™*, do
eletrodo Au/MPA, construido em diferentes tempos de imersdo. Figura inserida: Modelo de circuito equivalente
correspondente aos dados experimentais.
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Fonte: O autor.

Utilizando a metodologia de circuitos equivalentes (inserido na Figura 20), ajustou-se os
dados de EIE. O circuito proposto consiste em uma resisténcia (R1) representando a resisténcia
da solucio (PBS 0,1 mol. L na presenca de [Fe(CN)¢]*”™*, 5,0 mmol. L), outro elemento (R2)
representando os processos faradaicos, um elemento (W1) o qual representa a difusdo semi-finita
e um elemento de fase constante (CPE) representando a capacitdncia da dupla-camada elétrica.
Esse ultimo elemento ¢ utilizado para a obtencdo de um melhor ajuste e ¢ representado

matematicamente pela Equacgao 6.
ZCPE = 1/C(](1))n Eq. 6

Nesta equagio tanto o termo C que representa a capacitincia (F. s™') como n sio
constante empiricas, j ¢ o nimero imaginario (j = V-1 ) e ® corresponde a frequéncia
angular."""!"""''2 O parametro n pode assumir valores entre 0 e 1. Pelas unidades de C, quando n
assume valores de 1, o elemento de fase constante representa um capacitor ideal de placas planas
paralelas. Quando o capacitor nao ¢ ideal, n assume valores distintos e menores que 1, o que

pode ser relacionado com a ndo homogeneidade da superficie do eletrodo.'*''* O elemento (W)
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também denominado de impedancia de Warburg representa a difusao semi-infinita da molécula
sonda na solugdo (regido linear de baixa frequéncia), também foi adicionado ao circuito. '

Os resultados dos ajustes pela metodologia dos circuitos equivalentes foram comparados
com os valores de Rq das monocamadas construidas com diferentes tempos de imersdo. Os

dados desta correlagdo estdo resumidos na Tabela 8.

Tabela 8 Valores de resisténcia de transferéncia de carga (Rct), capacitincia (CPE) e de rugosidade média (Rq) e do
fator de idealidade (n), obtidos dos eletrodos Au/MPA obtidos em diferentes tempos de imersdo.

Eletrodo Rct (Ohm) CPE (uF.cm™) n Rq (nm)
Au 145 0,71 0,91 5,0
Au/MPA 30 min 160 6,12 0,75 9,60
Au/MPA_60 min 209 5,27 0,82 8,09
Au/MPA_180 min 254 3,50 0,87 6,03
Au/MPA_360 min 289 1,90 0,88 5,16

De forma geral, verifica-se que o aumento do tempo de imersdao promove o aumento da
Rct, devido ao maior recobrimento superficial, o qual é acompanhado pela redugdo de defeitos
na monocamada, pois a Rq diminuiu em fun¢ao do aumento do tempo de imersao.

A partir dos dados da Tabela 8, pode-se também confirmar que a adsor¢do de 3-MPA ¢
rapida, pois com apenas 30 min de imersdo a capacitincia aumentou (6,12 uF.cm?), quando
comparada com a capacitdncia do eletrodo de Au ndo modificado (0,71 pF.cm?). No entanto,
aumentando o tempo de imersdo de 60 até 360 min a capacitancia tende a diminuir. Este
resultado indica que as moléculas de 3-MPA sdo adsorvidas inicialmente de maneira aleatoria,
alterando a morfologia da superficie do eletrodo de ouro. Entretanto, o aumento do tempo de
imersdao permite que as moléculas randomicamente adsorvidas, organizem-se devido as
interagcdes intermoleculares entre as cadeias alquilicas das moléculas adsorvidas,
consequentemente ocorre o aumento da homogeneidade da superficie ¢ a reducao da
capacitancia. "

Utilizando a Equacdo 6 e o ajuste dos dados foi determinado fator de idealidade (n) para
o eletrodo de Au (n = 0,91). Ap6s a imersdo do eletrodo de Au na solugdo de 3-MPA por
30 min o fator de idealidade diminuiu de 0,91 para 0,75. Este afastamento de idealidade ¢ um
indicio de que ocorreu o aumento da rugosidade superficial e a presenca de defeitos.''® Este
resultado era esperado, pois com 30 min de imersdao apenas 20% da superficie foi recoberta. No
entanto, quando o tempo de imersdo foi prolongado para 60 e 180 min o valor de » aumentou

para 0,82 e 0,87 respectivamente, ¢ manteve-se constante para tempos de imersdo superiores.

Estes resultados corroboram com os valores de 6 e I, pois nos tempos de imersdo de 60 e



69

180 min obteve-se o aumento da concentragdo de moléculas adsorvidas que correspondem
respectivamente aos recobrimentos superficiais de 34 e 42 %. O aumento da densidade de
moléculas adsorvidas e do empacotamento da monocamada em fun¢do do tempo de imersdao bem
como a redugdo dos valores de rugosidades obtidos das imagens de AFM corrobora com a
formagio de uma superficie mais homogénea.'' "'

Apo6s otimizar todo o processo de formacdo da monocamada, o perfil voltamétrico do

eletrodo Au/MPA foi comparado com o eletrodo de Au ndo modificado na presenca da molécula

sonda [Fe(CN)e]*"* (Figura 21).

Figura 21 (A) Voltamogramas ciclicos obtidos do eletrodo Au e Au/MPA na presenga de [Fe(CN)]*"*,

5,0 mmol. L, PH =72, v=30mV.s". (B) Diagrama de Nyquist obtidos dos eletrodos Au e Au/MPA na presenga
de [Fe(CN)s]*™", 5,0 mmol. L, pH=7.2.
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Fonte: O autor.

Comparando os voltamogramas (Figura 21 A), verifica-se que as intensidades de corrente
de pico do eletrodo modificado foram menores (Ipa = 17,35 A e Ipc = 17,51 pA) do que o
eletrodo de ouro (Ipa = 20,00 pwA e Ipc = 20,04 pA). Estes resultados corroboram com os
apresentados na Figura 21 B, pois verifica-se o aumento da Rct no eletrodo modificado
(0,25 k) comparado ao eletrodo de ouro (0,14 kQ). Estes resultados estdo correlacionados ao
bloqueio parcial da superficie, devido ao tamanho da cadeia carbonica e a presenca de
defeitos.!” Além do bloqueio causado pela monocamada, ha repulsdes eletrostaticas entre a
superficie do eletrodo e a molécula sonda, pois as caracterizagdes eletroquimicas foram
realizadas no pH = 7,2, e neste pH os grupos carboxilicos do MPA estao desprotonados, pois

apresentam pKa 52
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4.2 Construcao do Imunossensor Au/MPA/AG

4.2.1 Estudo da concentragdo de antigenos

Para a imobilizacdo dos antigenos (AG) sobre a SAM de 3-MPA (Au/MPA) ¢ necessario
primeiramente ativar os grupos carboxilicos presentes na monocamada. Para tanto, foi utilizado
EDC/NHS na razao de 1:4, e tempo de imersdo de 20 min. Tanto a concentragdo de EDC/NHS
assim como o tempo de imersdo foram estipulados com base nos trabalhos publicados por

. 102 qe .
1. 1" ¢ Liu et al."® Os grupos carboxilicos presentes na monocamada ao reagirem

Johnsson et a
com EDC formam o intermedidrio o-acilisoureia, porém este intermediario pode sofrer
racemizacgao e formar um composto estavel o n-acilureia que impede a formagdo da ligagdo
amida. Para minimizar esta reagdo, ¢ utilizado o nucledfilo NHS, o qual reage com o
intermedidrio o-acilisoureia e forma um éster intermediario, que € ativo para acoplar com os

grupos aminas constituintes do AG. O mecanismo idealizado ¢ mostrado na Figura 22.

Figura 22 Mecanismo idealizado do processo de ativagdo dos grupos carboxilicos da monocamada de 3-MPA e
acoplamento dos AG.
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Fonte: Adaptado das referéncias 120,121.

Ap0s ativar os grupos carboxilicos foi imobilizado o AG, porém a concentracdo de AG ¢
uma varidvel que pode influenciar na resposta do imunossensor, pois a intensidade da resposta

proveniente da interacdo entre antigenos e anticorpos, depende da quantidade de AG adsorvidos
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na superficie do transdutor. Portanto, este parametro foi otimizado, os resultados desta
otimizacao estao resumidos na Tabela 9.

Tabela 9 Parametros voltamétricos ¢ de EIE obtidos dos eletrodos Au/MPA/AG obtidos em diferentes

concentrag;f)es de AG, com tempo de imersdo de 30 min, na presenca de [Fe(CN)s*"* 5,0 mmol. L, pH=72,v=
50mV.s".

Eletrodo Ipa (LA) AEp (V) Ret (kQ)

Au/MPA 17,50 0,08 0,25
Au/MPA/AG 0,25¢g. L’ 15,36 0,11 0,95
Au/MPA/AG 0,5g. L 14,68 0,11 1,19
Au/MPA/AG 2,5g. L 13,70 0,11 1,20

Analisando as respostas voltamétricas e impedimétricas, verifica-se que a reducdo das
intensidades de corrente de pico anddica ¢ acompanhada pelo aumento da Rct quando
aumenta-se a concentracio de 0,25 a 0,5 g. L. Este resultado pode ser atribuido a formagio de

122

uma camada isolante na superficie, resultando no aumento dos valores da Rct.”” No entanto,

concentracdes maiores ndo apresentaram variagdes significativas de Rct. Portanto, a
concentracio de AG utilizada para as demais caracterizagdes foi de 0,5 g. L'\ Luz et al.”®
avaliaram a influéncia da concentra¢do de antigenos 7. cruzi imobilizado sobre a SAM mista de
3-MPA e 11-mercaptoundecanoico (11-MUA) utilizando da técnica de ressondncia de plasma de
superficie (SPR). De acordo com os autores, o aumento da concentracdo de antigenos foi
acompanhado pelo deslocamento do angulo de incidéncia. Entretanto, valores superiores a
50 ug. mL" ndo apresentaram variagdes significativas no 4ngulo de incidéncia. Comparando as
concentracdes de AG utilizados neste trabalho com este exemplo, verifica-se que ha uma
discrepancia dos valores de concentracdes dos antigenos. Pois, os antigenos utilizados neste
trabalho foram obtidos dos kits comerciais ELISA e para a determinacdo da concentragao destes,
foi utilizado o método de Bradford'® no qual se determina a dosagem protéica total. No exemplo

anterior, os antigenos utilizados foram purificados, portanto a concentra¢do utilizada para a

preparagdo do imunossensor € somente da espécie antigénica.

4.2.2 Estudo do tempo de imersdo na solucao de antigenos

Depois de determinar a melhor concentragdo do AG, foi necessario avaliar o tempo de
imersao na solucdo do mesmo. O estudo do tempo de imersdo ¢ tdo importante quanto o da
concentracao, pois € necessario um tempo habil para que ocorra a formacao das ligagdes amidas

entre a monocamada e os AG, deste modo minimizando as ligacdes ndo especificas evitando
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falsos diagnosticos positivos.'* O resultado desta etapa de otimizagdo foi acompanhado por VC

e EIE, de acordo com as Figuras 23 A e 23 B.

Figura 23 (A) Voltamogramas ciclicos ¢ (B) Diagramas de Nyquist obtidos dos eletrodos Au/MPA/AG obtidos em
diferentes tempos de incubagdo (5 a 60 min) na solugdo de AG 0,5 g. L. As medidas foram realizadas em PBS
0,1 mol. L" na presenca de [Fe(CN)s*"* 5,0 mmol. L', pH=72,v=30mV. s, na faixa de frequéncia de 10 kHz a
0,1 Hz.
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Fonte: O autor.

Analisando os dados voltamétricos e os de EIE, verifica-se que tanto as correntes de pico
como a resisténcia a transferéncia de carga (Rct) sdo dependentes do tempo de imersdo na
solu¢do de AG. Como pode ser observado ja nos primeiros 5 min ocorre o aumento da Rct e a
reducdo das intensidades de corrente de pico (Rct = 1,06 kQ, Ipa = 14,5 pA), comparado ao
eletrodo Au/MPA (Rct = 0,25 kQ, Ipa = 17,3 pA). Prolongando o tempo de incubagdo para
15 min observou-se o aumento da Rct (Rct = 1,22 kQ) e a redu¢do da corrente anoddica
(Ipa = 13,2 pA). Entretanto, tempos de imersao superiores a 15 min ndo apresentaram variagdes
significativas nos valores de Rct. Portanto, 15 min foi o tempo de imersdao selecionado para a
modificagdo do Au/MPA e realizagdo dos estudos subsequentes. Resultado semelhante foi

124 . 5
. " no qual os autores desenvolveram um imunossensor para a detec¢ao

relatado por Souto et a
de leishmaniose infantum pela técnica SPR, a base de SAM de acido 11-MUA sobre eletrodo de

ouro.

4.2.3 Estudo da concentragao de BSA

Apbs o processo de imobilizacdo do AG, ¢ possivel que ainda existam alguns sitios de
ligacdes ndo especificas remanescentes da monocamada, os quais podem ligar-se aos AB

T b r b 12 r T e . rye .
influenciando na resposta eletroquimica. > Portanto, é necessario que estes possivels sitios sejam



73

bloqueados. A caseina e a albumina de soro bovino (BSA) sdo proteinas bastante utilizadas para
este fim, entretanto a albumina ¢ mais utilizada, pois € umas das proteinas que estd em maior
quantidade no plasma sanguineo.126 Portanto, foi utilizado BSA para bloquear os possiveis sitios
ndo ocupados pelos AG e a influéncia da concentracdo desta foi avaliada (Figura 24).

Figura 24 (A) Voltamogramas ciclicos (B) Diagramas de Nyquist obtidos dos eletrodos Au/MPA/AG com

diferentes concentracdes de BSA, as caracterizacdes foram realizadas em PBS 0,1 mol. L na presenga de
[Fe(CN)6]3'/4' 5,0 mmol. L', v =30 mV. s, na faixa de frequéncia de 10 kHz a 0,1 Hz.
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Fonte: O autor.

Analisando os voltamogramas, verifica-se que o aumento da concentracdo de BSA
proporciona a reduc@o das intensidades de correntes de pico e o aumento da Rct. Fato esperado,
pois a camada protéica nao ¢ condutora. Desta forma ocorre o aumento da camada isolante sobre
a superficie do eletrodo, dificultando a eletro-oxida¢do da molécula sonda. A Tabela 10 resume

os resultados do estudo da concentracdo de BSA.

Tabela 10 Efeito da concentracao de BSA no desempenho do imunossensor.

Concentracdo de BSA (mg. mL™) Rcet (k) Ipa (LA)
1,0 1,59 10,60
5,0 1,89 8,72
10,0 1,97 8,03

Verificou-se que a Rct aumenta em func¢do do aumento da concentracdo de BSA. No
entanto, esta camada ndo ird interferir na formac¢do do imunocomplexo, pois as ligagdes entre
AG ¢ AB sio especificas.'”’ Tanto o BSA quanto o AG sdo constituidos por aminoacidos,
portanto a interacdo com os grupos carboxilicos ativados da monocamada ¢ semelhante.
Portanto, o tempo estipulado para avaliar a influéncia da concentracio de BSA foi baseado no

tempo de imersdo utilizado para a imobilizacdo de AG, o qual foi de 15 min Analisando os
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resultados apresentados na Tabela 10 verifica-se que 5,0 mg. mL™ ¢ suficiente para bloquear a
superficie e minimizar interagdes nao especificas com o AB, pois concentracdes superiores nao
apresentaram variagdes significativas nas intensidades de correntes de pico, assim como no
aumento da Rct, portanto 5,0 mg. mL™ com tempo de incubagdo de 15 min foram os parametros
utilizados para os estudos subsequentes na presenca dos anticorpos. Estudos semelhantes sdo

apresentados no trabalho de Xie et al.'?®

para um imunossensor para a detec¢do da fosfoproteina
pS53 (proteina associada a varios tipos de cancer). O imunossensor foi construido sobre eletrodo
de carbono impresso modificado pelo método drop coating com quitosana e folhas de grafeno,
sobre a superficie foi imobilizado fisicamente os anticorpos fosfo-p53. Para bloquear os sitios de
ligagdes ndo especificas da superficie foi utilizado BSA, cuja concentracdo foi avaliada na faixa
de 0,1 a5,0 g. mL™ e constatou-se que concentragdes baixas (0,1 g. mL™) ndo foram suficientes
para bloquear todos os sitios de ligagdes ndo especificas. No entanto, concentragdes elevadas de
BSA (5,0 g. mL™") bloqueavam tanto os sitios de ligagdes ndo especificas como a interagdo do
anticorpo com antigeno (proteina p53). Desta forma, optou-se pela concentragio de 1 g. mL™" de
BSA.

Com o intuito de avaliar as alteracdes na morfologia da SAM causada pela imobilizagao

de AG e BSA, o eletrodo foi caracterizado por microscopia de for¢a atdomica nas diferentes

etapas de modificacdo. As imagens sao mostradas na Figura 25.

Figura 25 Imagens de AFM dos eletrodos (A) Au/MPA, (B) AuMPA/AG e (C) AwWMPA/AG/BSA. As imagens
foram obtidas no modo néo contato.

(A) (8) (©)

Fonte: O autor.

Comparando as imagens obtidas nas diferentes etapas de imobilizacdo, verifica-se que ha
mudancas na morfologia da superficie, as quais sao acompanhadas por altera¢des nos valores da
Rqg. O eletrodo Au/MPA apresentou Rq = 6,0 nm, e apds a imobilizagdo dos antigenos esta

aumentou para Rq = 9,5 nm. Entretanto, apds a adsor¢do de BSA (5,0 mg. L™") a Rq diminuiu
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para 8,3 nm. De acordo com a literatura,'*’ esta diminuicio da rugosidade sugere que havia
espacos entre os AG imobilizados e estes foram ocupados pelas moléculas de BSA,

proporcionando uma diminui¢do da rugosidade.

4.2.4 Otimizacao do tempo de imersdo na solucdo de AB

Embora a interacdo antigeno/anticorpo apresente elevada afinidade (geralmente

130,131

apresentam constante de afinidade (Kur) entre 10° a 10%), o tempo de imersdo do eletrodo

na solucdo de AB ¢ uma varidvel que pode interferir na sensibilidade da detec¢do, pois o tempo

necessario para ocorrer a formagao do imunocomplexo ¢ dependente do transporte de massa até

132

a superficie contendo os antigenos imobilizados. “* Neste sentido, foi avaliada a influéncia do

tempo de imersao na solucdo de AB T. cruzi, como pode ser observado na Figura 26.
Figura 26 (A) Diagramas de Nyquist obtidos dos eletrodos modificados com diferentes tempos de incubagdo na

solugio de AB com concentragio de 0,6 g. L. As medidas foram realizadas em PBS 0,1 mol. L' na presenca de
[Fe(CN)6]3'/4', 5,0 mmol. L', pH=7,2. (B) Correlagio entre a Rct e os tempos de incubagfo na faixa de 5 a 60 min.
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Fonte: O autor.

Analisando a Figuras 26 A, verifica-se o aumento do didmetro do semicirculo em fungao
do aumento do tempo de incubagdo. Este resultado ¢ um indicativo que houve a ligagdo entre a
superficie do dispositivo e o AB em solugdo,**"'** formando o imunocomplexo. No entanto,
analisando-se a Figura 26 B, verifica-se que a resisténcia aumentou ja nos primeiros 5 min de
incubagdo (3,13 kQ), comparado com a Rct da etapa anterior (1,89 kQ). Porém com
30 min de incubagdo a resposta impedimétrica atingiu um maximo (4,18 kQ) e manteve-se
estavel para tempos de incubagdo superiores. Este fato pode ser atribuido a saturagdo dos sitios

de ligagdes especificas.”* Portanto, este foi o tempo de incubacio utilizado para o estudo da
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resposta do imunossensor. Estudo semelhante é relatado por Souto et al.'** para um
imunossensor Otico, aplicado na deteccdo de leishmaniose utilizando a técnica SPR. Este
imunossensor foi baseado em eletrodo de ouro funcionalizado com SAM do 4cido
11-MUA, modificado com antigenos L. infantum. Entretanto, foi constatado que a sensibilidade
do sensor depende tanto da concentragdo da solu¢do de antigenos, quanto do tempo de imersdao
na solugdo de anticorpos. Neste sentido foi avaliado o tempo necessario para formacao do
imunocomplexo e verificou-se que 10 min foram suficientes para saturar os sitios de ligagdes
especificas. Porém, o tempo necessario para formar o imunocomplexo, depende da metodologia
empregada na 1imobilizagdo dos antigenos ou dos anticorpos e da afinidade entre as

. , 135,136
biomoléculas.

4.2.5 Regeneragao do Imunossensor

A interacdo entre AB e AG ocorre por multiplas forgas intermoleculares, tais como
ligacdo de hidrogénio, interagdes eletrostaticas ¢ van der Waals, estas interagdes sdao as
responsaveis pela estabilidade do imunocomplexo formado."*”'** Portanto, para romper a ligacio
AG/AB e regenerar o imunossensor, ¢ necessario utilizar condigdes severas, tais como solugdes
com pH maior do que 9,0 ou menor do que 3,0 e/ou em solu¢des salinas com elevadas

~ 1 140,141
concentragdes. 714

Estes procedimentos podem romper a liga¢gdo AB/AG, mas também
podem reduzir o tempo de vida do sensor ou inutiliza-los.'** Com o intuito de reutilizar o

imunossensor, estratégias de regeneracao foram avaliadas, as quais sao mostradas na Figura 27.
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Figura 27 Diagramas de Nyquist obtidos do Au/MPA/AG/BSA/AB, antes e ap6s o procedimento de regeneragio
(A) utilizando HCI/NaCl (método *A). (B) utilizando solugdo de NaOH/NaCl (método *B). As medidas foram
realizadas em PBS 0,1 mol. L' na presenga de [Fe(CN)¢]*’* 5,0 mmol. L', pH=7,2.
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Fonte: O autor.

O dois métodos avaliados, consistiram na variagdo do pH, pois os sitios de ligacdes entre
AG/AB sdo constituidos por estruturas complexas de residuos de aminoacidos. Estudos de
modelagem molecular mostram que a extremidade variavel dos AG, de maneira geral, ¢
constituida por residuos do aminodcido tirosina, além de apresentar fracdes dos residuos de
histidina, lisina e glutamato.85 86.143 pyrtanto variando o pH de 2,0 a 10,0, os residuos de tirosina
podem ser protonados ou desprotonados, pois apresentam o pKa, = 2.2 ¢ pKa, = 9,0,"** desta
forma dissociando o imunocomplexo. Os valores de Rct obtidos antes e apos os procedimentos

de regeneragdo estdo resumidos na Tabela 11.

Tabela 11 Dados de Rct obtidos antes e apds o procedimento de regeneragdo do Au/MPA/AG/AB.

Método Au/MPA/AG/BSA Au/MPA/AG/BSA/AB Regenerado ** Au/MPA/AG/BSA/AB

*A 1,89 £ 0,20 kO 4,12 kQ 1,29 kQ 2,47 kQ
*B 1,89 £ 0,20 kO 4,23 kQ 2,09 kQ 3,36 kQ

*A_ procedimento utilizando solugdo de HCIL, pH = 2,0, *B_ procedimento utilizando solugdo de NaOH, pH =9,5.
**Detec¢do de AB apos o procedimento de regeneragao.

Analisando os valores de Rct apresentados, verifica-se que a variagdo do pH dissocia o
imunocomplexo. Porém os resultados de regeneragdo, ndo foram satisfatorios, pois a Rct apos o
procedimento de regeneracdo pelo método *A, foi menor do que a Rct do Au/MPA/AG/BSA.
Utilizando este procedimento acredita-se que além da dissocia¢do do imunonocomplexo, ocorreu
a remocao da camada de BSA e parte da camada de AG.

Utilizando o procedimento de regeneracdo *B, wverificou-se que o eletrodo

Au/MPA/AG/BSA apds o procedimento, apresentou Rct maior (Ret = 2,09 kQ) do que a Rct
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apresentada pelo mesmo eletrodo antes do procedimento de regeneracdao, este fato
provavelmente ocorreu devido a ndo dissociacdo completa do imunocomplexo.

Apbs os procedimentos de regeneragdo por ambos os métodos, o imunossensor foi
aplicado na detec¢do de AB com concentragdo fixa de 0,6 g. L. No entanto, os valores de Rct
foram menores do que o esperado (Rct = 4,17 = 0,37 kQ). Este fato ocorreu provavelmente

devido as drasticas variacdes do pH, causando a degradacao das biomoléculas.

4.2.6 Deteccao eletroquimica de AB T. cruzi

Com o intuito de avaliar a sensibilidade do imunossensor, medidas de impedancia em
diferentes concentracdoes de AB 7. cruzi foram realizadas. Os resultados destas analises estao

resumidos na Tabela 12.

Tabela 12 Valores de Ret obtidos do imunossensor Au/MPA/BASA/AG/AB em diferentes concentragoes de AB
T. cruzi.

Eletrodo Concentragio AB (g. L") "Ret (kQ)
*Aw/MPA/AG/BSA - 2,31 +0,20
Au/MPA/AG/BSA/AB 0,07 2,52 +0,18
Au/MPA/AG/BSA/AB 0,15 3,43 +0,31
Au/MPA/AG/BSA/AB 0,60 4,17 +0,37

*Au/MPA/AG/BSA em amostra de soro, "Média de 3 analises.

Como pode ser visto na Tabela 12 a sensibilidade do imunossensor ¢ limitada a diluicdo
de 0,07 g. L, pois com esta concentragao, a Rct foi de 2,52 kQ. Entretanto, este valor esta
dentro do desvio padrao da Rct apresentado pelo eletrodo Au/MPA/AG/BSA na presenca da
amostra de soro ndo contaminada (Rct = 2,31 £+ 0,20 kQ). Portanto, os resultados mostram que a
concentragio de 0,07 g. L é a quantidade minima que o sensor pode detectar. Entretanto em
diagnosticos clinicos de infec¢des como da tripanossomiase americana, o parametro analitico € a
presenca ou auséncia de anticorpos. Neste sentido, a analise qualitativa baseada na resposta
imune positiva ou negativa ¢ suficiente para o diagn(')stico.145 Entretanto, a especificidade do
imunossensor ¢ um pardmetro muito importante no diagndstico clinico. Portanto, a resposta do
imunossensor proposto foi avaliada em amostras de soro infectadas com AB 7. cruzi e também
em amostras de soro contendo AB de Toxoplasma. As amostras de soro sdo matrizes complexas,
pois podem conter compostos derivados do sangue, as quais podem interferir no diagndstico

clinico de AB. Neste sentido, a resposta eletroquimica do imunossensor também foi avaliada em
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amostras de soro na auséncia de AB. Os resultados destas analises sdo apresentados na

Figura 28.

Figura 28 (A) Diagramas de Nyquist obtidos do Au/MPA/AG/BSA na presenca de AB T.cruzi 0,6 g. L' e
anti-Toxoplasma 1,0 g. L' e na auséncia de AB. (B) Variagdo da Rct na presenca e na auséncia de AB. As medidas
foram realizadas em PBS 0,1 mol. L' na presenca de [Fe(CN)s]*"* 5,0 mmol. L', pH = 7,2, na faixa de frequéncia
de 10 kHz a 0,1 Hz. (As barras de erro sao provenientes do desvio padrdo de trés experimentos independentes, cada
uma em triplicata).

6 3,5
m  Au/MPA/AG/BSA I Amostra de soro , (B)
® Au/MPA/AG/BSA/ amostra de soro Il Amostra de soro/AB T. cruzi
Au/MPA/AG/BSA/AB_Toxoplasma 3,04 Amostra de soro/AB Toxoplasma
* Au/MPA/AG/BSA/AB_T. cruzi
44 2,5
a L} —~ 2,0
] )
-’\ul [ ] " L] ° 6 1,54
24 e Bl L I x
* It*t: e <
o J ,’ o 1,04
*, 00Oy
X III%
0 T T
0 2 4 6 0,04 .
Z' (k) 1 2 3

Fonte: O autor.

Os resultados de EIE (Figura 28 A) mostram que o eletrodo Au/MPA/AG/BSA apenas na
presenca da molécula sonda apresentou Rct = 1,89 kQ. As medidas em amostra de soro
contaminadas como AB de Toxoplasma e na auséncia de anticorpos, apresentaram os seguintes
valores de resisténcias: Rct = 2,57 + 0,17 kQ e Rct = 2,31 + 0,20 kQ, respectivamente. A
similaridade dos valores de Rct entre a amostra ndo infectada e infectada com o AB
Toxoplasma € um indicativo da seletividade do dispositivo. Em contraste, apos a incubagdo na
solug¢do contendo AB 7. cruzi foi verificado um aumento significativo na resisténcia
Ret = 4,17 £ 0,37 kQ, o qual ¢ atribuido a formacao do imunocomplexo. A resisténcia do
eletrodo Au/MPA/AG/BSA (1,89 kQ) foi utilizada como base para estimar a variagdao da Rct
(ARct) na presenca e na auséncia de AB, como mostrado na Figura 28 B. A variagdo da
resisténcia apresentada pelo eletrodo Au/MPA/AG/BSA na detec¢do de AB T. cruzi foi 70%
maior do que a apresentada pelos possiveis interferentes (amostra de soro na auséncia de
anticorpos, e amostra de soro contaminada como AB Toxoplasma). Portanto, os resultados
mostram que o imunossensor proposto ¢ seletivo ¢ pode ser aplicado na detecc¢do eletroquimica

de AB T. cruzi em amostras de soro, com diagnostico rapido e confiavel.
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5 Conclusoes

O aumento da densidade de moléculas adsorvidas e do empacotamento da monocamada
de 3-MPA em fungdo do tempo de imersao bem como a redugdo dos valores de rugosidade
obtidos das imagens de AFM corrobora com a formagdo de uma monocamada mais homogénea.

A presenca dos grupos carboxilicos na monocamada e a utilizagdo de EDC e NHS
permitiram imobilizar covalentemente os antigenos 7Tripanossoma cruzi, deste modo
aumentando a estabilidade do imunossensor. Os resultados apresentados pelas técnicas
eletroquimicas e por AFM permitiram evidenciar que mesmo apo6s determinar as melhores
condi¢des de imobilizagdo dos AG, havia espacos sobre a monocamada nao ocupados pelos
antigenos, os quais foram bloqueados pela adsor¢ao de BSA, pois a adsor¢ao desta ocasionou o
aumento da Rct e da rugosidade e a reducdo das correntes de picos, comparado ao eletrodo
Au/MPA/AG.

Foi constatado que a resposta do imunossensor Au/MPA/AG/BSA na deteccao de AB
T. cruzi depende do tempo de imersao na solu¢ao de anticorpos, pois verificou-se que na faixa de
tempo avaliada, ocorreu o aumento da Rct em fungdo do aumento do tempo de imersdo. As
estratégias utilizadas para regenerar o imunossensor, causaram a degradacdo das biomoléculas
imobilizadas, inutilizando o dispositivo. Entretanto, a regenera¢do do dispositivo ndo € crucial,
pois os sensores € biossensores comerciais podem ser descartaveis.

Vale ressaltar que tanto os antigenos quanto os anticorpos 7. cruzi utilizados no
desenvolvimento e caracterizagdo do sensor, foram obtidos dos Kits comerciais ELISA e mesmo
ndo purificados apresentaram-se como uma alternativa promissora para o desenvolvimento do
imunossensor, pois o dispositivo apresentou-se seletivo na deteccdo qualitativa de AB T. cruzi
em amostras de soro, uma vez que a diferenca de Rct entre a amostra de soro contaminada com
AB T. cruzi e as amostras na auséncia e na presen¢a de AB Toxoplasma foi maior do que 70 %.

A metodologia de analise direta empregada na deteccdo dos AB, ou seja, sem a
necessidade da utilizacdo de marcadores apresenta menor custo € menor tempo de preparo,

comparado aos imunossensores marcados, pois dispensa o uso de anticorpos secundarios.
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CAPITULO III

Desenvolvimento de sensores eletroquimicos a base de eletrodos de carbono grafite obtidos de

pilhas exauridas modificados com microestruturas de ouro
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1 Introducao

Eletrodos de carbono apresentam varias vantagens para o desenvolvimento de sensores
eletroquimicos, tais como: permitem modificagdes fisicas e quimicas, ampla janela de varredura
de potencial e atividade eletrocatalitica para uma variedade de espécies redox.'***'*” Porém
materiais carbonaceos com elevada pureza, como por exemplo, carbono vitreo, carbono
pirolitico, nanotubos e grafeno apresentam custos elevados em funcdo dos processos de
obtengdo. 8

Os catodos de pilhas comerciais denominadas de Leclanché ou zinco/carbono de 1,5 V
sao uma fonte alternativa de carbono grafite, que pode ser utilizada na constru¢do de sensores
eletroquimicos, pois as pilhas sdo constituidas por bastdes de carbono grafite (catodo) e uma
mistura de 6xidos de manganés, cloreto de zinco e cloreto de aménio.'*’ Depois de exauridas, é
necessario que estas baterias sejam descartadas de forma correta, pois o descarte incorreto pode
causar impactos ambientais.'>*">! Portanto a reutilizacio destas pilhas ou parte destas contribui
para a preservagao do meio ambiente.

As superficies dos eletrodos de carbono grafite sdo versateis, pois permitem diferentes
modificagdes, por exemplo, adsor¢do de diferentes compostos, tais como: ftalocianinas, enzimas

152.153.1%4 45 quais podem aumentar as propriedades eletrocataliticas ¢ a

e particulas metélicas,
seletividade quando aplicados como sensores eletroquimicos.

As particulas metdlicas apresentam-se como uma alternativa promissora para a
modificagdo de superficie, tais como a dos eletrodos de carbono, pois elas podem aumentar a
area superficial e a eletrocatalise.'> Entre os métodos de obtengio de particulas metalicas, a rota
quimica ¢ uma das mais utilizadas, porém esta rota exige o rigoroso controle dos parametros
envolvidos durante a sintese, como por exemplo, pH, concentracio do precursor e¢ do

156 o C x4
Por outro, lado a técnica de eletrodeposigao ¢

estabilizante, temperatura e da for¢a do redutor.
vantajosa em relagdo a rota quimica, pois dispensa o uso de redutores e estabilizantes, ¢ as
particulas podem ser sintetizadas diretamente sobre a superficie do eletrodo. Vale ressaltar que a
técnica permite o controle tanto do tamanho como da morfologia das particulas depositadas,
minimiza a formagdo de residuos e pode ser aplicada em escala industrial.">"'*®

O método de eletrodeposi¢ao potenciostatica consiste em polarizar o eletrodo de trabalho
com um sobrepotencial fixo suficiente para reduzir os cations metalicos presentes na solucdo
eletrolitica, utilizando-se a técnica de cronoamperometria. A Figura 29 apresenta o

cronoamperograma caracteristico do processo de eletrodeposi¢do potenciostatica.
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Figura 29 Cronoamperograma obtido a partir do processo de eletrodeposi¢do galvanostatica.

I (mA)

t
max Imax

Tempo (s)
Fonte: O autor.

Como pode ser visto no cronoamperograma, nos instantes iniciais apos a aplicagao do
sobrepotencial ocorre um aumento rapido da intensidade de corrente até atingir um maximo de
corrente (14y) no instante t (#,.), devido ao processo de nucleagdo (1), em seguida ocorre a
diminui¢do da intensidade de corrente até ocorrer a estabilizagdo da corrente (2). Neste ponto
ocorre o crescimento dos grios eletrodepositados devido & coalescéncia dos nucleos. '™ O
processo de nucleacdo e crescimento das particulas de metais eletrodepositadas, pode ser
instantdneo ou progressivo. Estes mecanismos podem ser distinguidos utilizando o modelo
matematico proposto por Scharifker et al.'®

O mecanismo de nucleagdo instantdneo ocorre quando todos os nucleos se formam ao
mesmo tempo apds a aplicagdo de um sobrepotencial, em seguida ocorre o crescimento dos

grios. Segundo Scharifker et al.'® 0 mecanismo pode ser descrito pela Equagio 7.
(I1/1,)? = 1,9524{1 — exp[—1,2564(t/t,,)]}?/ (t/t,) Eq.7

No mecanismo progressivo os nucleos crescem progressivamente apos a aplicagdo do

sobrepotencial, o qual pode ser descrito pela Equagao 8.
(I/1,)?% = 1,2254{1 — exp[—2,3367(t/t,,)*]}*/ (t/t,,) Eq.8

Em ambos os casos (/) representa a densidade de corrente no tempo () apds aplicagao do

potencial, (/,) ¢ a densidade de corrente madxima no tempo (#,). O mecanismo de nucleacdo e

crescimento ¢ atribuido ao sistema, por comparagio aos modelos tedricos.'®"'%?

Tendo em vista a versatilidade da técnica de eletrodeposicao e as atrativas propriedades

. 163

fisico-quimicas do eletrodo carbono, German et a relataram o desenvolvimento de um

biossensor utilizando eletrodo de carbono grafite modificado com nanoparticulas de ouro, as
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quais foram eletrodepositadas pela técnica de voltametria ciclica. Apos otimizar as condigdes de
eletrodeposicao (faixa de varredura de potencial e concentracao do sal de ouro), foi imobilizada
fisicamente a enzima GOx pelo método drop coating. Os resultados amperométricos mostraram
que o eletrodo modificado com as nanoparticulas e a enzima GOx, apresentaram o dobro do
valor da corrente da redugdo do peroxido de hidrogénio gerado pela reagdo catalisada pela
enzima, comparado ao eletrodo em que apenas a GOx estava adsorvida sobre o eletrodo de
carbono, devido ao aumento da area superficial proporcionada pelas nanoparticulas
eletrodepositadas. Em outro trabalho Shu et al.'> desenvolveram um sensor eletroquimico, para
a deteccdo ndo enzimatica de glucose, a partir da modificagdo do eletrodo de carbono vitreo pela
eletrodeposi¢ao de nanoparticulas de ouro via o método potenciostatico. Durante o processo de
eletrodeposi¢do verificou-se que tanto o potencial como o tempo aplicado, influenciaram no
tamanho e na forma das microestruturas eletrodepositadas. Variando o potencial na faixa de +0,3
a-0,3 V vs Ag|AgCl, verificou-se que a forma das microestruturas eletrodepositadas variaram de
tetraédrica para dendritica. Segundo os autores, o eletrodo que apresentou a maior sensibilidade
na detec¢do de glucose, foi aquele em que a estruturas dendriticas estavam presentes, porém
estas estruturas apresentaram pouca aderéncia. Avaliando o mecanismo de nucleagdo e
crescimento de grdos, verificou-se que independente do potencial aplicado o mecanismo foi
progressivo. O dispositivo apresentou uma correlacdo linear entre a corrente anddica e a
concentragio de glucose no intervalo de 0,1 a 25 mmol. L™ e limite de detecgdo de 50 pmol. L™
Em outro trabalho, Hezard et al.'"®* desenvolveram um sensor eletroquimico sensivel a
deteccao de Hg (IT). O sensor foi construido sobre a superficie de um eletrodo de carbono vitreo,
o qual teve a superficie modificada pela eletrodeposi¢do de nanoparticulas de ouro. O processo
de eletrodeposicao foi realizado utilizando a técnica de voltametria ciclica, com janela de
varredura de 0,0 a 0,9 V vs Ag|AgCl. As otimizacdes realizadas no processo de deposicao,
permitiram obter particulas com diametro médio de 36 nm. O eletrodo modificado foi aplicado
na detec¢do de Hg, utilizando a técnica de voltametria de redissolugdo anddica apresentando
limite de detecgdo de 0,42 nmol. L. Vale ressaltar que nas mesmas condi¢des de anélise o
eletrodo de carbono nao modificado, ndo apresentou processo redox referente oxidacao do Hg.
Como pode-se observar nos exemplos anteriores, ¢ possivel aliar eletrodos de carbono
juntamente com a versatilidade da técnica de eletrodeposicdo para obtengdo de eletrodos
modificados com particulas metalicas, os quais podem ser aplicados como sensores
eletroquimicos. Neste sentido, propdem-se a utilizagdo de eletrodos de carbono grafite obtido de
pilhas exauridas, os quais serdo modificados com particulas de ouro pela técnica de

eletrodeposicdo potenciostatica. Apds determinar as melhores condigdes de obtencdo do eletrodo
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CG/Au, o eletrodo sera aplicado como sensor eletroquimico na detec¢ao simultanea de dopamina

e acido urico.
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2 Objetivos

O principal objetivo deste trabalho ¢ desenvolver um sensor eletroquimico, modificando

a superficie dos eletrodos de carbono grafite (CG) obtidos de pilhas exauridas de 1,5 V com

microestruturas de ouro, a partir da técnica de eletrodeposi¢dao potenciostatica. O sensor proposto

serd aplicado na detec¢do simultdnea de dopamina e acido trico.

2.1 Objetivos Especificos

Modificar a superficie dos eletrodos de CG, com microestruturas de ouro, pela técnica de
eletrodeposicao;

Otimizar os parametros envolvidos no processo de eletrodeposi¢ao potenciostatico, tais
como: potencial, tempo de eletrodeposi¢do e concentragdo do precursor acido cloro
aurico (HAuCly);

Caracterizar os eletrodos de CG modificado e ndao modificado pelas técnicas de
microscopia eletronica de varredura por efeito de campo (MEV-FEG), espectroscopia de
energia dispersiva de raios x (EDS), Raman, espectroscopia na regido do infravermelho
(FTIR), difracdo de raios X, e também por técnicas eletroquimicas: voltametria ciclica e
espectroscopia de impedancia eletroquimica, na presenca da molécula sonda
[Fe(CN)s] ™™

Aplicar o eletrodo de CG modificado com as particulas de ouro, na deteccdo simultdnea

de dopamina (DA) e &cido urico (AU).
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3 Materiais e Metodologias

3.1 Reagentes

Todos os reagentes utilizados nos experimentos sdo de pureza analitica (PA). O precursor
metalico HAuCls, KCl, hexacianoferrato de potassio (III) Ks[Fe(CN)s], hexacianoferrato de
potassio (II) K4[Fe(CN)s], hidroxido de sédio (NaOH), cloreto de sodio (NaCl), cloreto de
potassio (KCI), fosfato de sodio mono (NaH,PO,4) e dibasico (Na,HPO,4), dopamina e acido
ascorbico foram adquiridos da Sigma Aldrich®.

3.2 Obtencao dos eletrodos de CG

Os cilindros de CG com 4rea geométrica de 0,126 cm? e comprimento de 4,5 cm, foram
obtidos de pilhas exauridas de zinco/carbono de 1,5 V. Os eletrodos foram lavados com
cloroférmio, em seguida com 4lcool etilico e por fim com 4gua destilada. Apds o procedimento
de lavagem as extremidades dos eletrodos foram polidas com lixas de granulometria 1.200 e

2.000 um, e em seguida isoladas, utilizando-se resina comercial epoxi.

3.3 Caracterizagao por difracdo de raios X

O equipamento utilizado nas analises por difracdo de raios X, foi um equipamento
Rigaku, modelo IV, Cu Ka (K = 1,54 A), com 26 variando entre 10° a 80°. Os difratogramas
provenientes do eletrodo de CG foram obtidos do p6 do eletrodo. A distancia entre as camadas
adjacentes foram calculadas utilizando a equacio da lei de Bragg.'®*:'® O difratograma
proveniente do eletrodo de CG modificado com as microestruturas de ouro foi obtido a partir do

cilindro de CG.

3.4 Caracterizagao por FTIR e Raman

Os espectros na regido do infravermelho foram obtidos em um espectrofotometro
SHIMADZU FTIR-8400. A faixa de varredura utilizada foi de 500 a 3.500 cm™, utilizando-se de
pastilhas de KBr contendo o p6 do cilindro de CG.

Os espectros Raman foram obtidos usando um espectroscopio Raman acoplado a um
microscopio Otico da marca BRUKER, modelo Senterra, com resolucao de 0,5 nm, laser de
632 nm, objetiva 20 X, poténcia de 2 mW. A faixa de varredura utilizada foi de 100 a
2.000 cm’™.
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3.5 Caracterizagao por MEV-FEG

As microscopias eletronicas de varredura foram realizadas em um equipamento MIRA -
TESCAN, operando a 20 kV, com diferentes magnificacdes. O tamanho médio das particulas foi

estimado utilizando o software /mage J, versao 1.8.

3.6 Eletrodeposicao de Au sobre os eletrodo CG

Primeiramente foi averiguada a influéncia do potencial aplicado no processo de
eletrodeposicdo, sendo que a eletrodeposicao foi realizada utilizando a técnica potenciostatica.
Neste estudo, o eletrodo de CG foi utilizado como eletrodo de trabalho e imerso na célula
eletroquimica contendo a solucao de HAuCly com concentragao de
10,0 mmol. L' e tempo fixo de 700 s. A faixa de potencial avaliada foi de -0,6 a
+0,6 V vs Ag|AgCl. Entre uma otimizacao e outra, o eletrodo foi submetido ao procedimento de
limpeza ja descrito no item 3.2. Apo6s determinar o potencial aplicado, foi averiguada a
influéncia do tempo de eletrodeposi¢do, a faixa avaliada foi de 200 a 1.200 s, mantendo fixo o
potencial em +0,3 V assim como a concentragio de HAuCl4 em 10,0 mmol. L. Apés otimizar o
potencial e o tempo de deposigdo, foi avaliada a influéncia da concentracdo do HAuCly, a faixa

estudada foi de 1,0 a 100,0 mmol. L™, mantendo fixo tanto o potencial como o tempo.

3.7 Deteccao de dopamina na presenca de acido urico e acido ascorbico

O comportamento eletroquimico do eletrodo CG/Au foi avaliado na presenga de
dopamina 1,0 mmol. L™ utilizando a técnica de voltametria ciclica. Os voltamogramas ciclicos
foram obtidos na faixa de potencial de 0,0 a 0,4 V em solu¢ao PBS 0,1 mol. L'l, pH = 7,0
a 50 mV. s”'. Também foi utilizada a técnica de voltametria ciclica na detec¢io de dopamina
1,0 mmol. L' na presenca dos interferentes, acido ascérbico e acido urico, ambos com
concentragio de 10,0 mmol. L. Os voltamogramas foram obtidos na faixa de 0,0 a 0,75 V em
solugio PBS 0,1 mol. L, pH=7,0a 50 mV.s™.

Foi utilizada a técnica de voltametria de onda quadrada e o eletrodo CG/AU na detecgao
de DA. Entretanto, a influéncia dos parametros instrumentais foi avaliada (incremento variou-se
na faixa de 1 a 10 mV, amplitude de pulso de 10 a 100 mV e frequéncia de pulso de 10 a
100 Hz). As otimizagdes dos pardmetros foram realizadas na presenga de DA 0,1 mmol. L™

Com os parametros da técnica de voltametria de onda quadrada otimizados, foram obtidas

as curvas de calibragdo para DA na presenca AU. A faixa de concentracdo de DA estudada de
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9,9 a 90 umol. L com concentragio fixa de AU de 100 pmol. L. As curvas de calibragio para
AU na presen¢a DA foram obtidas na faixa de concentragio de AU de 100 a 500 pmol. L™ com
concentragdo fixa de DA de 90 pmol. L.
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4 Resultados e Discussoes

4.1 Caracterizacao dos eletrodos de CG

As propriedades fisico-quimicas dos materiais carbonaceos ja sdo conhecidas e relatadas

na literatura,146' 166

porém o eletrodo de CG proposto ¢ um material alternativo, portanto foi
necessario analisar a morfologia e a estrutura do material por diferentes técnicas. A Figura 30
mostra as imagens de MEV da superficie do CG antes e ap6s o procedimento de limpeza.

Figura 30 Imagens de MEV da superficie do eletrodo de CG, (A) antes e (B) apds o procedimento de polimento. A
barra inserida nas figuras corresponde a 2 um.

Fonte: O autor.

Como pode ser visto na Figura 30 A, verifica-se que a superficie ¢ heterogénea devido a
presenca de lamelas, as quais sdo caracteristicas de materiais grafiticos. No entanto como o
objetivo ¢ a aplicacdo do eletrodo como sensor eletroquimico, foi necessario polir a superficie
(Figura 30 B) para tornar a superficie mais homogénea e garantir a reprodutibilidade das etapas
posteriores.

Com o intuito de averiguar a composi¢cao do CG, foi realizada a analise elementar da
superficie por espectroscopia de energia dispersiva (EDS). O resultado desta analise ¢

apresentado na Tabela 13.

Tabela 13 Analise elementar qualitativa da superficie do eletrodo de CG por EDS.

Elemento % atdmica
Carbono (C) 99,79 £0,12

Ferro (Fe) 0,04 = 0,008
Enxofre (S) 0,14 £0,04
Calcio (Ca) 0,03 £0,02

A partir dos resultados das analises de EDS, foi possivel obter informagdes qualitativas

sobre a composi¢ao elementar da amostra, identificando as impurezas residuais. Verifica-se que
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o eletrodo ¢ de elevada pureza, pois a porcentagem de contaminantes ¢ muito pequena em
relagdo a porcentagem atomica de carbono 99%.
Uma das estratégias que pode ser utilizada para a identificacdo da cristalinidade dos

.. , . . . 1
materiais carbonaceos, ¢ a difragio de raios X (Figura 31). '’

Figura 31 Difratogramas de raios X referentes ao p6 do eletrodo de CG.
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Fonte: O autor.

Analisando o difratograma, verifica-se que amostra apresentou um conjunto de planos

167,165 ;56 caracteristicos

cristalograficos (002), (101), (004) e (110), os quais segundo a literatura,
de materiais grafiticos. Dentre os varios planos, o (002) o qual refere-se ao pico em 26,45°, pode
ser utilizado juntamente com a Equagdo 9 para estimar a distancia interlamelar entre as camadas

grafiticas.'**

d = 1/2senf Eq.9

Na Equacgdo 9, d ¢ a distancia entre as camadas adjacentes, 4 ¢ o comprimento de onda
incidente (0,154 nm) e 26 ¢ o angulo de Bragg (26,45°). Utilizando os dados cristalograficos foi
estimado o espaco entre as camadas de 0,34 nm. De acordo com a literatura'*® o espacamento
entre duas camadas grafiticas perfeitamente orientadas de uma amostra de grafite pirolitico
altamente orientado (HOPG) ¢ de 0,33 nm. Comparando o espacamento estimado com o de uma
amostra perfeitamente orientada, conclui-se que o GC apresenta uma estrutura cristalina.

Os materiais grafiticos apresentam hibridizagio do tipo sp’, mas podem apresentar

defeitos, em funcio destes defeitos, estes também podem apresentar hibridizagdo do tipo sp>.'®’
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Com o intuito de investigar os possiveis defeitos na estrutura do eletrodo, foram
realizadas caracterizagdes pelas técnicas de absorcdao na regido do infravermelho (FTIR) e por

espectroscopia Raman, as quais sdo apresentadas na Figura 32.

Figura 32 (A) Espectros de FTIR obtidos da superficie do cilindro de CG pelo modo refletdncia. (B) Espectro
Raman obtido do pé do cilindro de CG.
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Fonte: O autor.

Analisando o espectro de FTIR, verifica-se a presenga de uma banda na regido de
3.250 cm™, a qual pode ser atribuida ao estiramento de grupos hidroxilicos. O espectro também
apresenta absor¢des na regido de 2.915 e 2.847 cm’, as quais correspondem aos modos de
estiramentos grupos CH com hibridizagdes sp” e sp’, respectivamente. As bandas observadas em
1.690 cm™ ¢ 1.413 cm™ podem ser devido aos estiramentos das ligagdes duplas entre atomos de
carbono e aos estiramentos de grupos ésteres, respectivamente, '°*'%170

O espectro Raman do eletrodo de CG apresentou as bandas caracteristicas de materiais
carbonaceos. '"""'"* A primeira, chamada de banda D em 1.340 cm™ pode ser atribuida a presenca
de desordens na estrutura, tais como a presen¢a de grupos funcionais e carbonos com

' ¢ denominada de G, ¢ atribuida ao modo de

estiramento de ligacdes duplas entre &tomos de carbono com hibridag¢dao do tipo spz.m’172

hibridizagdo sp’. J4 a banda em 1.572 cm’

A partir da razdo das intensidades das bandas Ip e Ig, € possivel estimar o grau de
desordem da estrutura da amostra, quanto menor for a razao entre elas, maior é a organizagao ¢

menor o nimero de defeitos.!”!

Analisando as intensidades entre as bandas D e G, foi possivel
estimar a razao entre elas, o valor encontrado foi de 0,84. De acordo com a literatura, para folhas
de grafeno esfoliadas de grafite pirolitico altamente orientado (HOPG) a razdo entre as bandas ¢
0,05 < I/Ip < 0,3.'” Segundo Datsyuk et al.'”* a razdo entre as bandas D ¢ G estimada para

nanotubos de carbono ¢ de 0,81, apds tratamento oxidativo a razdo estimada foi de 1,11.



93

Portanto, analisando os espectros e a razdo entre as intensidades das bandas, ¢ evidente a
presenca de defeitos e de heterodtomos na estrutura da amostra.

A partir das andlises espectroscopicas e microscopicas, verificou-se que os eletrodos de
carbono apresentam defeitos na estrutura, grupos funcionais e pequenas porcentagens de
contaminantes. Portanto, foi necessario avaliar a influéncia destes defeitos na resposta
eletroquimica. Para isto foi utilizada a técnica de voltametria ciclica e os resultados desta anélise
sdo apresentados na Figura 33.

Figura 33 (A) Voltamogramas ciclicos obtidos de eletrodos CG, obtidos de diferentes pilhas e (B) Repetibilidade de

medida proveniente do eletrodo 2. Os voltamogramas foram obtidos em KCI 0,1 mol. L na presenca de
5,0 mmol. L de [Fe(CN)s]*™, v=50mV. s
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Fonte: O autor.

Analisando os voltamogramas da Figura 33 A, verifica-se que o perfil voltamétrico
manteve-se constante para os diferentes eletrodos, com valor médio de Epa 0,34 = 0,06 V. A
partir das intensidades de corrente de pico anddica, foi estimado o valor médio de Ipa 0,70 +
0,05 mA. cm™. Portanto, ¢ possivel concluir que os defeitos na estrutura e as impurezas nio
interferem significativamente nas respostas voltamétricas. A estabilidade do eletrodo também foi
avaliada, e verificou-se que o eletrodo ¢ estavel, pois este manteve 93,93% da corrente inicial,
apos 50 ciclos de varredura consecutivos na presenca de [Fe(CN)¢]*”™* (Figura 33 B).

Com o intuito de averiguar o processo de transporte de massa na superficie do eletrodo,
foram realizados estudos variando a velocidade de varredura e os resultados desta andlise sdo

apresentados na Figura 34.
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Figura 34 (A) Voltamogramas ciclicos do eletrodo CG, obtidos em diferentes velocidades de varredura. As medidas
foram realizadas em KC1 0,1 mol. L™ na presenga de 5,0 mmol. L de [Fe(CN)¢*'*. (B) Correlagio entre Ipa vs v,
(C) Correlagao entre Ipa vs v,
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Fonte: O autor.

A partir dos voltamogramas obtidos em diferentes velocidades de varredura apresentados
na Figura 34 A, foi possivel correlacionar a Ipa com v e v'2, e verificou-se que a velocidade da
reagio ¢ controlada pela difusdo das espécies em solugdo,'” pois a Ipa aumentou linearmente
com raiz quadrada do aumento da velocidade de varredura apresentando coeficiente de
correlagdo de 0,9915. Utilizando a equagdo de Randles-Sevick (Equagdo 9), foi determinada a

area eletroativa dos eletrodos CG.'"*'”’

Ipa = 2,69x10°.1n3/2,A.DV2.C.v!'/? Eq.9

Nesta equagdo, Ipa ¢é a corrente de pico em Ampéres determinada na velocidade de varredura (v)
em V. s (0,05 V.s™), n é o namero de elétrons envolvidos na reagiio, 4 ¢ a 4rea eletroquimica a
ser determinada em cm?, D ¢é o coeficiente de difusio da molécula sonda [Fe(CN)e]’™ em KCI

0,1 mol. L a25°C ¢ 7,6 x 10 cm?. s1.*'"7 O termo C refere-se a concentracdo da espécies na
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solucio em mol. cm™. A 4rea eletroativa estimada para o eletrodo de CG nio modificado

foi de 0,119 cm?.

4.2 Eletrodeposicao de microestruturas de Au

A utilizagdo de materiais microestruturados, tais como microparticulas e estruturas
dendriticas no desenvolvimento de sensores e biossensores eletroquimicos, em func¢do do
aumento da area eletroativa e das propriedades eletrocataliticas.'>

A técnica de eletrodeposi¢do de ouro ¢ utilizada na modificacdao de eletrodos, pois além
de ser um excelente condutor, dependendo das condi¢des de sintese € possivel obter materiais
com diferentes formas e tamanhos, o quais podem influenciar na atividade eletrocatalitica.'””'"®

Tendo em vista o baixo custo, a versatilidade do eletrodo de CG aliado as propriedades
fisico quimicas das microestruturas de ouro, a possibilidade de construir sensores eletroquimicos
utilizando substrato de CG modificados com microestruturas de ouro foi avaliada.

Primeiramente, com o intuito de averiguar o potencial de pico de catdodico do [AuCls]
sobre a superficie do eletrodo de CG, o eletrodo foi submetido as varreduras catddicas em
solucdo de [AuCly]". O perfil voltamétrico ¢ apresentado na Figura 35.

Figura 35 Voltamogramas ciclicos obtidos do eletrodo de CG na presenga de [AuCl,] 10,0 mmol. L' em KH,PO,
0,1 mol. L', v=50mV.s™".
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Fonte: O autor.

Analisando os voltamogramas, verifica-se na primeira varredura, a presenca de um

potencial de pico catdédico em 0,52 V, o qual pode ser atribuido a redu¢@o dos ions [AuCl4]". Esta

x4 ~ c . 179,180,181
reacio é representada pela equagdo quimica seguinte.'”'**!®
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[AuCly] (qq) +3e™ = Augsy +4Cl 4,

Também ¢ possivel verificar que na varredura reversa em aproximadamente 0,62 V ocorre o
cruzamento do voltamograma, indicando que os ions reduzidos durante a varredura direta foram
nucleados sobre a superficie do eletrodo de carbono. '*

Comparando a primeira varredura com as sucessivas, verifica-se que ha a reducdo da
intensidade de corrente de pico. Esta redu¢do na intensidade de corrente de pico ocorre em
funcdo do consumo dos fons [AuCls]” presentes na camada de difusdo.'®* Também verifica-se
que hd o deslocamento do potencial de +0,5 V para potenciais mais positivos +0,7 V nas
varreduras seguintes. Isto ocorre porque, nas varreduras seguintes o processo de nucleacdao
ocorre sobre os sitios remanescentes sobre a superficie do eletrodo de carbono e também sobre a
camada de ouro depositada durante a primeira varredura. Termodinamicamente a nucleagao de
ouro sobre a superficie de ouro j4 depositada ¢ mais favoravel.'® Resultado semelhante &

1."*2, neste trabalho os autores eletrodepositaram sobre a superficie de

relatado por Hezard et a
eletrodo de carbono vitreo nanoparticulas de ouro. Durante o processo de eletrodeposigao,
observaram durante a primeira varredura um Epc em 0,48 V vs Ag|AgCl, proveniente da redugdo
dos ions [AuCl4],, no entanto nas varreduras seguintes o potencial de pico foi deslocado para
0,78 V vs Ag|lAgCl. Segundo os autores, este deslocamento ocorre porque nas varreduras
seguintes os graos crescem sobre os nucleos ja formados durante a primeira varredura, o que
requer menos energia, comparada a deposic¢ao sobre a superficie de carbono, pois o potencial de

redugdo do ouro sobre a primeira camada depositada, observado em 0,78 V se aproxima do

potencial padrao de reducdo (1,0 V vs SHE) do ion [AuCl4] .

4.2.1 Efeito do potencial de eletrodeposi¢ao

155.184 tanto a morfologia quanto o tamanho das particulas

De acordo com a literatura,
eletrodepositadas podem ser alteradas em funcdo do potencial aplicado. Neste sentido, a
influéncia do potencial foi avaliada na faixa de +0,6 a -0,6 V, com tempo de eletrodeposi¢ao de

700 s e concentracdo de [AuCly]” de 10,0 mmol. L™ (Figura 36).
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Figura 36 Imagens de MEV-FEG das microestruturas de Au eletrodepositadas com concentracdo fixa de [AuCly]
10,0 mmol. L' ¢ tempo de 700 s, em diferentes potenciais (A) E = +0,6 V, (B) E=+0,3 V, (C) E=-0,3 V e
(D) E=-0,6 V. A escala da barra inserida na figura corresponde a 2 pm, com magnificacdo de 20.000 x.

Fonte: O autor.

Analisando a imagem da Figura 36 A verifica-se que aplicando um potencial de +0,6 V,

foram produzidas microestruturas denominadas de “flowers”'®’

com didmetro médio de 1,8 pm +
0,45, porém pode ser observado que as estruturas nao recobriram totalmente a superficie. Isso
deve ter ocorrido, pois o tempo utilizado neste potencial ndo foi suficiente para que mais ions
migrassem em direcdo aos nucleos ja formados. Portanto para um maior recobrimento, seria
necessario utilizar tempos superiores a 700 s. Aplicando o potencial de +0,3 V (Figura 36 B),
verifica-se a formacao de microestruturas semelhante a esferas, dispersas homogeneamente sobre
a superficie, com didmetro médio de 420 nm =+ 0,09. Diminuindo o potencial de eletrodeposi¢ao
para -0,3 V, verifica-se o surgimento de estruturas dendriticas'>> com didmetros variados (Figura
36 C). Reduzindo o potencial para -0,6 V (Figura 36 D) foi observado a presenca de bastonetes,
e durante o experimento foi verificado a presenca de uma grande quantidade de bolhas sobre a
superficie do eletrodo, provavelmente devido a evolugio de Ha,'*® as quais dificultaram o

155,194

crescimento das microestruturas. Estes resultados demonstram claramente, que o potencial

aplicado tem influéncia direta no tamanho e na morfologia das microestruturas de ouro. Segundo

187,188

a literatura, esta variacdo no tamanho e na morfologia em fun¢do do potencial aplicado,
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pode estar relacionada com o processo de nucleagdo e crescimento dos graos, pois este processo
pode ser instantdneo ou progressivo. Portanto utilizando o modelo proposto por Scharifker e
Hills,'® 0 mecanismo de crescimento foi averiguado. Os resultados sio apresentados na
Figura 37.

Figura 37 (A) Cronoamperogramas obtidos em diferentes potencial de eletrodeposicdo na faixa de -0,6 a +0,6 V vs

Ag|AgCl, com concentra¢do fixa de [AuCly] de 10,0 mmol. L'l, (B) Curvas de (I/Imax)2 vs (t/tmax) tedricas e
experimentais referentes aos processos de eletrodeposicao realizados em diferentes potenciais.
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Fonte: O autor.

Comparando as curvas tedricas com as experimentais, verifica-se que as deposigoes
realizadas nos potenciais de -0,3 e -0,6 V, o processo apresentou caracteristicas de processos
instantaneos. No entanto, utilizando os potenciais de +0,6 ¢ +0,3 V o processo de nucleacao e
crescimento tem tendéncias a ser progressivo. Resultado semelhante ¢ relatado por

Dudin et al.'®!

neste trabalho foi avaliado o potencial aplicado na deposi¢do de ouro na faixa
de -0,2 a +0,2 V, sobre nanotubos de carbono. Utilizando o modelo de Scharifker e Hills
verificou-se que as deposi¢des em potenciais negativos (-0,2 V) o processo de nucleagao das
particulas de ouro foi instantdneo, no entanto, com o aumento do potencial para potenciais
positivos (+0,2 V) ocorreu a transi¢cao de instantdneo para progressivo.

Com o intuito de avaliar a influéncia das diferentes morfologias na resposta

eletroquimica, foram realizados estudos voltamétricos na presenca da molécula sonda. Os

resultados deste estudo sdo apresentados na Figura 38.
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Figura 38 Voltamogramas ciclicos obtidos dos eletrodos de CG modificados com diferentes potenciais de
eletrodeposicdo, na presenca de [Fe(CN)6]3’/4’ 5,0 mmol. L', em KC10,1 mol. L', v=50mV.s".
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Fonte: O autor.

Como pode ser visto na (Figura 38) os perfis voltamétricos dos eletrodos modificados
com diferentes potenciais de deposi¢do permaneceram inalterados, porém apresentaram valores
de intensidades de corrente de pico e separacdo de potenciais de pico diferentes. Estes dados

estdo resumidos na Tabela 14.

Tabela 14 Comparacdo do desempenho analitico dos eletrodos CG/Au obtidos com diferentes potenciais de
deposicao.

Potencial (V)  AEp (mV) Ipa (mA.cm™) Ipc (mA.cm™) Area eletroativa (cm®)

E=+0,6 120 1,52 1,33 0,18
E=+0,3 90 1,69 1,78 0,25
E=-0,3 130 1,57 1,45 0,21
E=-0,6 150 1,07 1,09 0,16

Comparando os valores de intensidade de corrente de pico e separagdo de potenciais de
picos verifica-se que o eletrodo CG/Au obtido no potencial de -0,6 V apresentou a menor
intensidade de Ipa e a maior AEp. Este resultado esta de acordo com os resultados de MEV, pois
verificou-se que o recobrimento da superficie do eletrodo de carbono pelas particulas neste
potencial ¢ prejudicada devido a formagdo de bolhas provenientes da evolucdo de gas
hidrogc—i-nio.189 A érea eletroativa calculada pela Equagio 9 foi de 0,16 cm”. Aplicando um

potencial de -0,3 V, verificou-se a presenca de estruturas dendriticas, as quais melhoraram o
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processo eletrocatalitico, pois as intensidades de Ipa aumentaram e AEp reduziu. Esta redugdo na
separacao do potencial de pico e o aumento da densidade de corrente de pico se devem ao
aumento da 4rea eletroativa, pois neste potencial o eletrodo apresentou area de 0,21 cm?. O
eletrodo CG/Au obtido no potencial de +0,3 V apresentou a menor AEp e a maior intensidade
Ipa. Este aumento na intensidade de corrente e redugdo da separagdo do potencial de pico
ocorreu devido ao recobrimento homogéneo da superficie pelas particulas de ouro e aumento da
area eletroativa para 0,25 cm”. Aumentando o potencial para +0,6 V., verifica-se que houve a
reducdo da intensidade de corrente de picos, comparada ao eletrodo modificado com potencial de
+0,3 V, a qual pode ser atribuida a redu¢do da area eletroativa (0,18 sz)_

Analisando as intensidades de corrente de picos, verifica-se que as superficies
modificadas utilizando os potenciais de -0,3 V e +0,3 V, apresentaram as maiores intensidades
de corrente. Como os valores de foram proximos, estudos de reprodutibilidade da resposta de
cinco eletrodos na presenca da molécula sonda foram realizados (Figura 39).

Figura 39 Voltamogramas ciclicos obtidos dos eletrodos de CG modificados com concentragdo de fixa de [AuCl,]

em 10 mmol. L, e tempo de eletrodeposi¢io de 700 s, com diferentes potenciais aplicados (A) E = -0,3 V,
(B) E=+0,3 V, na presenga de [Fe(CN)]*"™* 5,0 mmol. L', em KC1 0,1 mol. L', v=350 mV.s™".
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Fonte: O autor.

Analisando os voltamogramas apresentados na Figura 39 A, estimou-se a densidade de
Ipa média de 1,88 mA. cm?, porém o desvio padrio foi de 0,37 mA. cm™. Para os eletrodos
preparados com potencial de +0,3 V (Figura 39 B) a densidade de Ipa média foi de
1,69 mA. cm™, com desvio padrio de 0,05 mA. cm?. Os resultados demonstram que a
reprodutibilidade do eletrodo modificado com as estruturas dendriticas (E = -0,3 V) é menor,
comparada as microestruturas esféricas (E = +0,3 V). Os resultados eletroquimicos sdo
condizentes com caracterizagdes morfologicas, pois foi constatado que as respostas mais
reprodutiveis sdo obtidas para os eletrodos modificados com as microestruturas esféricas, as

quais estdo distribuidas homogeneamente sobre a superficie, diferente do observado para as
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microestruturas dendriticas. Portanto, o potencial de +0,3 V foi mantido constante para as etapas

posteriores.

4.2.2 Efeito da concentra¢ao do precursor no processo de eletrodeposigao

De acordo com a literatura, "°>1%°

a concentracdo do precursor metalico pode influenciar
a morfologia, a dispersdo e o tamanho das particulas eletrodepositadas. Neste sentido, foi
avaliada a influéncia da concentragio de [AuCly]” na faixa de 1,0 a 100,0 mmol. L. As
caracterizacdes morfologicas dos eletrodos construidos em diferentes concentragdes sao

apresentadas na Figura 40.

Figura 40 Imagens de MEV-FEG das microestruturas eletrodepositadas com diferentes concentragdes de [AuCly],
(A) 1,0 mmol. L, (B) 10,0 mmol. L' e (C) 100,0 mmol. L"'. Com potencial fixo em +0,3 V e tempo de deposi¢io
de 700 s. A escala da barra inserida na figura corresponde a 2 pm, com magnificagao de 20.000 x.

Fonte: O autor.

Analisando as imagens, verifica-se que utilizando a concentragio de 1,0 mmol. L’
(Figura 40 A) ocorre a formagao de nanoparticulas com tamanho médio de 150 nm, porém a
distribuicao de particulas sobre a superficie ndo ¢ uniforme, diferente do que ocorre quando se
utiliza a concentracdo de 10,0 mmol. L'l, onde se observa microestruturas com tamanho médio
de 420 nm (Figura 40 B). Neste caso ¢ possivel verificar que ha uma distribuicdo densa e
relativamente uniforme por toda a superficie do substrato. Porém utilizando uma concentragdo de
100,0 mol. L, o tamanho médio das microestruturas foi de 2.4 um (Figura 40 C). Resultado
semelhante é relatado por Hu et al.'”® para a modificagio de um eletrodo de carbono vitreo
modificado com grafeno por drop coating, sobre o qual foram eletrodepositadas nanoparticulas
de ouro. A concentragdao do precursor [AuCls] no processo de eletrodeposicao foi avaliada e as
imagens de MEV mostraram que utilizando concentragdes baixas do precursor (0,1 mmol. L™),
foram formadas particulas dendriticas tridimensionais com diametros em torno de 250 a 300 nm.

Quando a concentragio foi aumentada para 1,0 mmol. L' foram obtidas particulas com formato
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esférico, com didmetro médio em torno de 1,3 um. Enquanto que o aumento para 10,0 mmol. L™
resultou na formacao de particula com forma de “couve flor”, e didmetro médio variando entre
15 e 20 um. Os eletrodos modificados com as particulas obtidas em diferentes concentracdes
foram avaliados eletroquimicamente na presenca de glucose e O,. Foi constatado que o eletrodo
modificado com as particulas de Au obtidas em 10,0 mmol. L™ apresentou a maior densidade de
corrente anddica, devido a estrutura “flowerlike” e maior densidade de particulas sobre a
superficie.

Na Figura 41 sdo mostrados os estudos de voltametria ciclica dos eletrodos modificados
com as particulas de Au obtidas em diferentes concentragdes de [AuCly]".
Figura 41 Voltamogramas ciclicos obtidos na presenga de [Fe(CN)s]*™* 5,0 mmol. L, v =50 mV. s, provenientes

dos eletrodos de CG modificados com diferentes concentragcdes de [AuCly], com tempo e potencial de
eletrodeposicdo fixo em 700 s e +0,3 V.
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Fonte: O autor.

Como pode ser visto o eletrodo CG modificado com as particulas de ouro obtidas com
concentragio 1,0 mmol. L™ do precursor apresentou as seguintes densidades de corrente de picos
Ipa = 1,25 ¢ Ipc = 1,08 mA. cm™. A érea eletroativa apresentada pelo eletrodo foi de 0,18 cm?.
Aumentando a concentragio do precursor para 10,0 mmol. L verificou-se o aumento da
densidade de corrente de picos para Ipa=1,71 e Ipc = 1,78 mA. cm™. Este aumento da corrente
de pico ¢ acompanhado pelo aumento da 4rea eletroativa A = 0,25 cm®. No entanto, aumentando
a concentragio do precursor para 100,0 mmol. L™ verificou-se que a densidade de corrente de
picos diminuiu para Ipa = 1,58 e Ipc = 1,64 mA. cm™ assim como a area eletroativa 0,22 cm’.

Estes resultados estdo associados ao recobrimento superficial e também ao tamanho das
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particulas eletrodepositadas, as quais podem diminuir a area eletroativa e consequentemente a
densidade de corrente de pico. Portanto a concentragio de 10 mmol. L™ foi mantida constante

para os demais estudos.

4.2.3 Efeito do tempo de eletrodeposi¢ao

Apos otimizar as varidveis, potencial de eletrodeposi¢do e a concentracao do precursor, a
influéncia do tempo de eletrodeposigio foi avaliada, pois de acordo com a literatura,'®" este pode
alterar a distribui¢@o e a densidade de particulas eletrodepositadas sobre a superficie. As Figuras
42 e 43 mostram a influéncia do tempo de eletrodeposi¢ao na dispersao e a morfologia das

particulas depositadas e as respectivas respostas eletroquimicas, foram avaliadas.

Figura 42 Imagens de MEV-FEG, dos eletrodos modificados com diferentes tempos de eletrodeposicao (A) 200 s,
(B) 700 s e (C) 1.200 s, com potencial de eletrodeposicio de +0,3 V e concentragio de 10 mmol. L de [AuCL,]. A
escala da barra inserida na figura corresponde a 2 pm, com magnificac¢ao de 20.000 x.

Fonte: O autor.

Como pode ser visto na Figura 42 A, mesmo utilizando tempos de deposi¢ao curtos como
200 s ocorre a deposi¢do de microparticulas, no entanto a superficie apresentou varios defeitos,
os quais poderdo influenciar na resposta eletroquimica, além de diminuir a reprodutibilidade de
resposta. Aumentando o tempo de deposi¢do (Figura 42 B) para 700 s verifica-se que as
particulas foram homogeneamente depositadas por toda a superficie do eletrodo de CG. Quando
o tempo de eletrodeposicao foi prolongado para 1.200 s, as particulas foram depositadas de
forma homogénea, entretanto, a estrutura do eletrodepdsito € mais compacta, pois novos nucleos
surgem entre e sobre as particulas ja depositadas, fendmeno que ¢ caracteristico do processo de
eletrodeposi¢io progressivo. "> Os eletrodos modificados com diferentes tempos de
eletrodeposi¢do foram avaliados eletroquimicamente e os resultados desta andlise sdo

apresentados na Figura 43.
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Figura 43 Voltamogramas ciclicos obtidos dos eletrodos modificados mantendo fixo o potencial em +0,3 V e a
concentracdo de [AuCl,] em 10,0 mmol. L, com diferentes tempos de eletrodeposi¢do na presenca de [Fe(CN)e*"™*
5,0 mmol. L' em KCI 0,1 mol. L'l, v=50mV.s™".
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Fonte: O autor.

Comparando os voltamogramas dos eletrodos modificados com diferentes tempos de
eletrodeposi¢do, verifica-se que os potenciais de pico anodico e catdodico sdo constantes
(Epa=0,27 Ve Epc = 0,18 V). Porém o eletrodo modificado com 200 s apresentou as menores
intensidade de corrente de picos Ipa = 1,36 mA. cm™ e Ipc = 1,45 mA. cm™. Este resultado era
esperado, pois as imagens mostram uma superficie com varios defeitos. Portanto, para um maior
recobrimento superficial é necessario um maior tempo de deposicao. O eletrodo modificado com
tempo de 700 s apresentou os maiores valores de corrente de pico, Ipa = 1,69 mA. cm™
e Ipc = 1,73 mA. cm™. Este resultado ¢ condizente com as imagens de MEV-FEG, onde se
verifica uma homogeneidade tanto do tamanho quanto da distribuicdo das particulas
eletrodepositadas. No entanto, o aumento do tempo para 1.200 s causou a reducdo das
intensidades de correntes de pico (Ipa = 1,51 mA. cm™ e Ipc = 1,49 mA. cm™) comparado ao
eletrodo construido com tempo de 700 s. Esta reducdo nas intensidades de corrente pode ser
associada ao crescimento dos graos, pois como o0 processo ¢ progressivo, novos nucleos surgem
em fungdo do aumento do tempo de deposigdo sobre a camada ja formada, como os nucleos
estdo proximos ocorre o fendmeno de coalescéncia, reduzindo a area superficial. '

As melhores condi¢des para a eletrodeposi¢cao de ouro sobre eletrodo de CG foram as
seguintes: potencial de eletrodeposigdo de +0,3 V, concentragio de [AuCly] de 10,0 mmol. L™ ¢
tempo de deposicao de 700 s. As condi¢gdes otimizadas estdo em concordancia com o reportado

. . _— . 155,190
previamente na literatura para eletrodeposicao de ouro sobre eletrodo de carbono vitreo. >
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4.3 Caracterizagao das microestruturas eletrodepositadas por DRX

O eletrodo modificado com as microestruturas de Au foi caracterizado utilizando a
técnica de difragdo de raios X, para identificar a estrutura cristalina do eletrodeposito formado

nas condigdes otimizadas. O resultado desta caracterizag¢do ¢ apresentado na Figura 44.

Figura 44 Difratograma do eletrodo de CG modificado com as microestruturas de ouro eletrodepositadas com as
condigdes otimizadas (potencial de eletrodeposi¢do de +0,3 V, concentragdo de [AuCls] de 10,0 mmol. L' e tempo

de deposi¢ao de 700 s).
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Fonte: O autor.

Analisando o difratograma verifica-se a presenca dos picos em 38,15 ©, 44,30° e 64,84°,
0s quais correspondem respectivamente aos planos cristalograficos (111), (200) e (220), que
corresponde a estrutura clibica de face centrada do Au.'”* Além dos picos mencionados, é
possivel identificar outros picos em 26° e 77°, os quais sdo provenientes da superficie do
eletrodo CG. Porém nenhum outro pico caracteristico de outras fases de estruturas de ouro foi
identificado, indicando que o produto obtido consiste em uma fase pura.

A superficie do eletrodo CG foi modificada com microestruturas de ouro, pois estas
podem aumentar a 4rea eletroativa e facilitar a transferéncia de elétrons. Portanto, apds
determinar as melhores condi¢des de eletrodeposicao, as respostas voltamétricas e de EIE do
eletrodo de CG modificado com as microestruturas, foi comparada com a dos eletrodos ndo

modificados de CG e ouro. Os resultados desta andlise sdo apresentados na Figura 45.



106

Figura 45 (A) Voltamogramas ciclicos, (B) Diagrama de Nyquist dos eletrodos CG, Au e CG/Au em
KC10,1 mol. L' na presenca de [Fe(CN)s*’* 5,0 mmol. L, v=50 mV. s™".
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Fonte: O autor.

Comparando as respostas voltamétricas dos trés eletrodos, verifica-se que o eletrodo
CG/Au, apresentou as maiores intensidades de corrente de pico, ¢ menor AEp comparado ao CG
nao modificado, fato relevante, pois as particulas provavelmente aumentaram a area superficial e
a eletroatividade. Portanto, utilizando a Equacdo 9, a area eletroativa dos eletrodos Au, CG e
CG/Au foi determinada. Os valores dos parametros voltamétricos obtidos dos voltamogramas

apresentados na Figura 45 e das éareas eletroativas estdo resumidos na Tabela 15.

Tabela 15 Parametros voltamétricos e areas eletroativas dos eletrodos CG, Au e CG/Au.

Eletrodo Ipa Ipc AEp Area eletroativa Area geométrica
(mA.cm?) (mA.cm®)  (mV) (cm?) (cm?)
CG 0,63 0,62 292 0,12 0,12
Au 0,51 0,60 81 0,02 0,03
CG/Au 1,69 1,70 87 0,25 0,12

Analisando a Tabela 15, verifica-se que as microestruturas de ouro eletrodepositadas
aumentaram a area superficial em aproximadamente 2 vezes. Este aumento na area ¢ desejavel,
pois facilita a transferéncia eletronica na interface eletrodo/solugdo, propriedade que ¢
confirmada pelo aumento das intensidades de corrente de picos e reducao da AEp em 205 mV
comparado ao eletrodo de CG nao modificado. O eletrodo de ouro apresentou a menor AEp, mas
as intensidades de corrente de picos foram menores do que o eletrodo CG e CG/Au, pois o
eletrodo de Au apresentou a menor area eletroativa.

Utilizando a metodologia dos circuitos equivalentes (Figura 45 B ) , os dados de EIE
foram ajustados. De acordo com este modelo, o circuito equivalente proposto para CG/Au

consiste em um resistor (R1) representado a resisténcia da solu¢do, um elemento (R2)
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representando a resisténcia do processo faradaico, um elemento de fase constante (CPE)
representando a capacitancia da interface eletrodo/solugdo e um elemento (W1) representando a
difusdo semi-finita.

As medidas de impedancia mostram que o eletrodo CG apresentou a maior resisténcia
(Ret = 7,22 Q. cm®) comparada aos eletrodos CG/Au e Au. Entretanto, o eletrodo CG/Au
apresentou a menor Rct 1,83 Q. cm” comparada ao eletrodo Au (Rct = 3,05 Q. cm?). Esta
reducdo de Rct pode ser atribuida a boa condutividade eletronica do Au e ao aumento da area
eletroativa proporcionada pelas particulas de ouro eletrodepositadas, facilitando o processo de

. o . ~ 195,196
transferéncia eletronica na interface eletrodo/solugao. ™

4.4 Detecgao eletroquimica de Dopamina

A atividade eletrocatalitica dos eletrodos CG, Au e CG/Au foram avaliadas na presenca

de dopamina. Os resultados voltamétricos sdo apresentados na Figura 46.

Figura 46 Voltamogramas ciclicos obtidos na presenca de DA 1,0 mmol. L', pH=7,0v =50 mV. s, sobre os
eletrodos CG, Au e CG/Au.
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Fonte: O autor.

Os eletrodos CG/Au, CG e Au na presenca de dopamina apresentaram as seguintes
densidades de correntes de pico anddicas Ipa = 27,2 pA. cm?, Ipa = 18,0 pA. cm? e
Ipa = 12,6 pA. cm™ respectivamente. O eletrodo CG/Au além de apresentar a maior intensidade
de corrente de pico também exibiu a menor separacdo de potencial de pico AEp = 0,06 V,

comparado aos eletrodos de CG, AEp = 0,10 V e de ouro, AEp = 0,11 V. O significativo
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aumento na intensidade de corrente de pico € o menor valor de separagdo de potencial de pico
para o eletrodo CG/Au sdo atribuidos a grande area superficial e atividade eletrocatalitica
promovida pelas particulas depositadas.

A influéncia da velocidade de varredura no processo de oxida¢do da DA sobre CG/Au foi

avaliada pela técnica de voltametria ciclica (Figura 47).

Figura 47 (A) Voltamogramas ciclicos do eletrodo CG/Au em diferentes velocidades de varredura na faixa de 10 a
100 mV. s na presenca de 1,0 mmol. L de DA em PBS 0,1 mol. L, pH = 7,0. (B) Correlagio entre
Ipa vs v'2. (C) Correlagdo de entre Ipa vs v.
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Fonte: O autor.

Utilizando os voltamogramas obtidos em diferentes velocidades de varredura foi possivel

12

correlacionar Ipa em fung¢do de v e v '*. Analisando as Figuras 47 A e 47 B, verifica-se que

~ ~ . ~ 12 :
ambas as correlacdes sio lineares, entretanto a correlagdo entre Ipa vs v'? apresentou um maior
coeficiente de correlagao linear (R = 0,9984). Este fato ¢ um indicativo de que o processo de

oxidacio da DA na superficie do eletrodo CG/Au ¢é controlado pela difusdo das espécies.'”>'"’
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De acordo com a literatura,'”® sistemas que tem o processo de transferéncia de elétrons, limitado
pela difusdo das espécies, apresentam uma correlacdo linear entre log(Ipa) vs log(v) com
coeficiente angular igual a 0,5. Para o sistema em estudo, obteve-se esta correlacdo, a qual ¢
descrita pela seguinte equacdao y = 0,615 + 0,505x, com coeficientes de correlacdo R = 0,9988
e angular igual a 0,5. Logo, ambos os resultados confirmam que o processo de oxidacdo da DA

sobre a superficie do eletrodo ¢ controlado pela difusdo das espécies.

4.4.1 Deteccao simultanea de dopamina na presenga de acido urico e dcido ascorbico

A seletividade do eletrodo GC/Au foi avaliada na detec¢ao simultanea de DA ¢ UA e
AA e comparada aos eletrodos ndao modificados. Os resultados desta analise sao
apresentados na Figura 48.

Figura 48 Voltamogramas ciclicos obtidos dos eletrodos CG/Au, CG e Au em presenca de (A) DA 1,0 mmol. L ¢
AU 10,0 mmol. L', (B) DA 1,0 mmol. L' ¢ AA 10,0 mmol. L, em PBS 0,1 mol. L', pH=7,0, v=50 mV. s™".
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Fonte: O autor.

Analisando os voltamogramas obtidos dos eletrodos CG, Au e CG/Au apresentados na
Figura 48A e 48B ¢ possivel identificar picos anddicos e catddicos, os quais sdo atribuidos aos
processos redox das espécies DA, AA e AU. As reacdes eletroquimicas envolvidas nestes

processos estdo apresentadas no esquema seguinte.
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Esquema 1 Mecanismos idealizados dos processos eletroquimicos envolvidos nas reagdes de oxidacdo da dopamina
a dopamina orfo-quinona, do ascorbato a desidroascorbico e de urato a diimina, respectivamente.

Como pode ser visto na Figura 48 A, o eletrodo CG/Au na presenca de DA apresentou
um par redox em Epa = +0,25 V e Epc = +0,15 V, os quais sdo atribuidos ao processo redox da
dopamina a dopamina orto-quinona. O segundo processo anddico irreversivel em Epa =+0,57 V
¢ referente a oxida¢do do anion urato, pois o acido urico apresenta pKa = 5,4 na respectiva
diimina'”*" Como pode-se verificar, o eletrodo CG/Au detectou simultaneamente ambas as
espécies, assim como os eletrodos ndo modificados, entretanto, o eletrodo CG/Au apresentou a
maior intensidade de corrente de pico na detec¢io de DA, Ipa = 27.4 pA. cm”, enquanto os
eletrodos de CG Ipa = 17,7 pA. cm™ e de Au Ipa = 11,35 pA. cm™. Além disso, o CG/Au
apresentou a maior separacao de potenciais de pico entre a DA e AU (AEp = 320 mV),
comparado aos eletrodos de CG (AEp = 180 mV) e Au (AEp = 290 mV). Entretanto, os
resultados apresentados na Figura 48 B mostram que nao ¢ possivel detectar DA na presenga de
anion ascorbato AA (acido ascorbico apresenta pKa = 4,2'"%), devido a sobreposi¢do dos

potenciais de picos.
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4.4.2 Otimizagao dos parametros da técnica de voltametria de onda quadrada

Com o intuito de investigar o comportamento voltamétrico da DA sobre o eletrodo
CG/Au, as componentes de corrente, da técnica de voltametria de onda quadrada foram avaliadas

como pode ser visto na Figura 49.

Figura 49 Voltamogramas de onda quadrada obtidos em PBS 0,1 mol. L™ na presenca de DA 0,1 mmol. L™,
f=20Hz, a=30mV, AE;=1 mV, sobre eletrodo de CG/Au.
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Fonte: O autor.

Como pode ser visto, as componentes de corrente foram separadas e verificou-se que a
corrente da componente resultante apresentou a maior intensidade de corrente de pico (24,4 pA),
comparada a corrente de pico da componente direta (18,7 nA). Isto se deve ao fato de que a
corrente resultante ¢ gerada pela diferenga entre as componentes de correntes direta e reversa,
quanto mais reversivel for o processo, maior serd a contribui¢do da corrente reversa, desta forma

21 No entanto, a

verifica-se o aumento significativo da intensidade da corrente resultante.
componente resultante apresentou maior largura de pico a meia altura, comparada a componente
direta e como um dos objetivos ¢ detec¢do simultainea de DA na presenca de acido urico a
largura do pico é um fator importante, portanto foi escolhida para as demais medidas a
componente direta.

Como pode ser visto na Figura 50, os pardmetros da VOQ, tais como frequéncia (f),

amplitude de pulso (a) e incremento de varredura (4Es) foram avaliados, pois estes podem

interferir na sensibilidade e na seletividade da detec¢do.?*
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Figura 50 Voltamogramas de onda quadrada obtidos na presenca de DA 0,1 mmol. L', em PBS 0,1 mol. L,
pH = 7,0. (A) correlagio entre a variagio da amplitude e a corrente de pico (f = 100 Hz e 4E; = 5 mV),
(B) correlagdo entre a variagdo da frequéncia e a corrente de pico (a = 70 mV e 4E; = 5 mV), (C) correlacdo entre a
variagdo do incremento de pulso e a corrente de pico (f= 70 Hz, @ = 70 mV).
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Fonte: O autor.

Incremento (mV)

De acordo com a literatura a intensidade da corrente e a largura de pico estao diretamente

correlacionadas com a amplitude de pulso. Portanto, deve haver um compromisso ao avaliar a

melhor amplitude do pulso, pois valores altos de amplitude implicam em um aumento de

. . . c o~ . 201.2 .
corrente e valores baixos de implicam em um ganho em definigio do pico.?’"* Neste sentido,

mantendo constante a f em 100 Hz e 0 4Es em 5 mV, verificou-se que a intensidade da corrente

de pico anddica aumentou em fungdo do aumento da amplitude, entretanto valores superiores a
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70 mV ndo apresentaram influéncia significativa na intensidade de corrente. Neste sentido,
optou-se pela amplitude de 70 mV para os demais estudos. Na voltametria de onda quadrada a
velocidade efetiva ¢ dada pelo produto da frequéncia (f) pelo incremento de varredura de
potencial (4Es). De acordo com a teoria, a intensidade da corrente de pico pode aumentar em
fun¢do do aumento da f. Entretanto, em sistemas que utilizam valores de frequéncia elevados, o
aumento da intensidade de corrente de pico pode ndo ser proporcional a frequéncia, pois a

201 Neste

velocidade de varredura pode ser mais rapida do que a cinética do processo faradaico.
sentido, mantendo os valores de amplitude (70 Hz) e incremento de pulso (5 mV) constantes, a
frequéncia de pulso foi avaliada na faixa de 10 a 100 Hz, na faixa estuda verificou-se que a
corrente de pico aumentou com o aumento da f, entretanto este aumento na intensidade de
corrente também ¢ acompanhado pelo aumento da largura de pico, portanto, considerando a
intensidade de corrente e a largura do pico, a frequéncia de 70 mV foi estipulada para as demais
caracterizagdes. A influéncia do incremento de pulso foi avaliada na faixa de 1 a 10 mV, e
verificou-se que a corrente de pico diminuiu em fun¢do do aumento do valor de incremento,
devido ao aumento da velocidade de varredura efetiva, logo o incremento de 1 mV foi utilizado

para as demais medidas. Portanto, as condigdes otimizadas foram f = 70 Hz, a = 70 mV

edE;=1mV.

4.4.4 Deteccao eletroquimica simultanea de DA e AU

Tanto a dopamina quanto o acido ascorbico e acido urico podem coexistir em fluidos
bioldgicos e sdo associados a doengas, tais como Parkinson, arteriosclerose e artrite.”**** Neste
sentido, a determinagdo destas espécies € de grande importancia. O perfil voltamétrico bem
como a dificuldade da deteccdo eletroquimica simultanea destas espécies, ja € bem conhecido e

206,207,208

relatado na literatura. Portanto, estas moléculas foram escolhidas como modelo para

averiguar a seletividade do eletrodo na deteccao de DA na presenca de AA e AU (Figura 51).



114

Figura 51 Voltamogramas de onda quadrada do eletrodo CG/Au obtidos, em PBS 0,1 mol. L pH = 7,0, (A) na
presenca de DA 90 pmol. L' ¢ AU 100 umol. L' (B) na presenga de DA 90 pmol. L' ¢ AA
100 pmol. L™

14
DA 20

12 —— CG/Au DA + AU
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154 CG/AU + AA
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Fonte: O autor.

Os resultados apresentados pelas Figuras 51A e 51B, corroboram com os resultados
obtidos com a técnica de voltametria ciclica, os quais mostram que o eletrodo CG/Au ¢
seletivo na detec¢ao simultidnea de DA e AU com separacgdo de potenciais de picos de 370
mV. Entretanto as medidas voltamétricas ndo permitiram a detec¢do simultinea das
espécies DA e AA, devido a sobreposicdo dos potenciais de picos. Comparando as
intensidades de correntes de picos na detecg¢ao separada das espécies DA e AA e na
mistura destes, verifica-se que ocorre um incremento da intensidade de corrente na
deteccdo simultanea. Este resultado ¢ um indicativo de que pode estar ocorrendo reagdes

209,210 . . o
" a dopamina orto-quinona gerada na oxidacgao

acopladas. De acordo com a literatura,
da dopamina pode reagir com o acido ascérbico em solucdo, o qual pode regenerar a
dopamina orfo-quinona a dopamina novamente.

A resposta do eletrodo CG/Au na detec¢dao simultdnea de DA e AU foi avaliada, variando

tanto a concentragdo de DA como de AU, de acordo com o mostrado na Figura 52.
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Figura 52 (A) Voltamogramas de onda quadrada do eletrodo CG/Au na presenga da mistura contendo diferentes
concentragdes de DA na faixa de 9,9 to 90 umol. L' ¢ AU com concentragdo fixa 100 umol. L. (B) Curva analitica
para a determinagdo de dopamina. (C) Voltamogramas de onda quadrada do eletrodo CG/Au na presenca da mistura
contendo diferentes concentragdes de AU na faixa de 134 a 517 umol. L™ ¢ DA com concentragio fixa de 90 pmol.
L'em 0,1 mol. L' de PBS, pH = 7,0. (D) Curva analitica para a determinagdo de acido trico. A barra de erro
representa o desvio padrdo de trés medidas, obtidas com o mesmo eletrodo.
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Fonte: O autor.

As respostas de corrente em fungdo da variacdo da concentragdo tanto de DA
(Figura 52 A) como de AU (Figura 52 B) mostram-se linearmente dependentes. As curvas
analiticas e os coeficientes de correlacdo correspondentes as determinacdes de DA e AU sdo
y=420x10"7+4+0,1350x , R = 0,999, y=3,02x10"°+0,0316x , R = 0,998,
respectivamente. Os limites de deteccao e quantificagao calculados para ambas as espécies foram
de LD = 1,8 pmol. L ¢ LQ = 6,1 pmol. L' para DA e de LD = 17,6 pmol. L ¢
LQ = 58,9 pmol. L™ para o AU, os quais foram determinados seguindo-se os critérios definidos
pela IUPAC.?" Os valores dos limites de detec¢do apresentados por este dispositivo foram

206-213

comparados aos relatados na literatura, como pode ser visto na Tabela 16.
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Tabela 16 Comparagdo dos limites de detecc@o dos sensores aplicados na detecgdo simultidnea de dopamina e acido
urico.

Eletrodos Fali))iz avaliada (k. moi{l}'l) 1152 (u rnollAI{J") rAnF{? Referéncias
CGE'/Au-PtNP® 103,0 — 165,0 21,0 -336 24,0 21,0 170 206
ITO®/SiPy CI/NiTsPc* 10,0 -99,0 100,0 — 900 23 5,2 460 207
CG'/PPy*/ AgNP" 0,5-155,0 2,0-100 0,1 0,5 170 208
CGE/RGO/PAMAM!/MWCNT"/AuNP' 10,0 —320,0 1,0-114 33 0,3 130 212
CGE/PAYR™ 83,6 — 488,1 381,6 —1.118 0,1 9,5 130 213
CG/Au 9,9 -90,0 134 -517 1,8 17,6 370 Este trabalho

a_ eletrodo de carbono vitreo; b_ nanoparticulas de ouro e platina, ¢_ 6xido de estanho dopado com indio, d_ cloreto de 3-n-propilpiridinio
silsesquioxano, e  ftalocianina tetrasulfonada de niquel, f eletrodo de carbono grafite, g polipirrol, h_ nanoparticulas de prata, i_ oxido de
grafeno, j_ dendrimero poliamidoamina, k nanotubos de carbono de paredes multiplas, | nanoparticulas de ouro, m_ polializarina.
Comparando os valores de LD apresentados na Tabela 16, verifica-se que o sensor
proposto apresentou valores semelhantes ou inferiores a outros eletrodos com diferentes
transdutores além de apresentar um dos maiores valores de separacdo de potenciais de pico na
deteccao simultanea de DA e AU. Vale ressaltar que o eletrodo CG além de apresenta um custo
baixo, a técnica de eletrodeposi¢do utilizada no processo de modificacdo do eletrodo CG,
permite ser aplicada em escala industrial, e a quantidade de residuos gerados durante o processo
¢ minimo. Portanto o sensor proposto ¢ uma alternativa para o sensoriamento de DA e AU de

baixo custo e apresenta potencial para a produgao em escala industrial.

5 Conclusoes

Neste trabalho, foi demonstrado que o eletrodo de carbono grafite obtido das pilhas
modificado com particulas de ouro pela técnica de eletrodeposi¢do potenciostatica ¢ um método
simples, econdmico e eficiente para a deteccao de eletroquimica simultanea de dopamina e acido
urico.

As caracterizagdes espectroscOpicas mostraram a presenca de defeitos na estrutura do
eletrodo de CG, no entanto as analises de EDS indicaram que mais de 99% da composi¢dao do
eletrodo, ¢ de carbono. Pela técnica de difragdo de raios X, foi constatado que o CG apresenta
estrutura cristalina hexagonal, com espagamento interlamelar de 3,4 A, caracteristica de
materiais grafiticos. Estudos voltamétricos mostraram que dos eletrodos CG sdo reprodutiveis,
com pequena variacdo da intensidade de corrente de pico para diferentes eletrodos.

A técnica de eletrodeposicao ¢ uma Otima estratégia para deposicdo de microestruturas de
metais nobres, tais como o ouro, pois ¢ possivel alterar tanto o tamanho como a morfologia das

microestruturas a partir da variacado de potencial. A otimizagdo das condi¢des utilizadas no
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processo de eletrodeposi¢do foram fundamentais para obter as microestruturas, as quais se
apresentaram homogeneamente distribuidas sobre a superficie do eletrodo, e dobraram a area
eletroativa em comparagdo ao eletrodo de carbono ndo modificado. Este aumento da &rea
eletroativa proporcionou ao sensor, uma maior intensidade de corrente de pico, tanto na detecgao
de DA como na detec¢do simultinea de DA e AU, comparada aos eletrodos de Au e CG nio
modificados. Além da seletividade, o eletrodo apresentou limite de deteccao semelhante a outros
eletrodos reportados na literatura. Entretanto, o eletrodo proposto, além de ser um material
alternativo e de baixo custo, a superficie pode ser renovada e a quantidade de residuos gerada
pelo método de modificagdo ¢ minima, portanto ¢ uma excelente alternativa para a deteccao

simultidnea de DA e AU.
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CAPITULO IV

Conclusao Geral e Perspectivas Futuras
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Conclusoes Gerais

A utilizagdo de eletrodos de ouro e de carbono grafite modificado com microestruturas de
ouro, apresentam-se como alternativas promissoras para o desenvolvimento de sensores e
biossensores eletroquimicos, em fun¢do de suas propriedades fisicas e quimicas, tais como
condutividade elétrica, biocompatibilidade e estabilidade quimica.

A funcionalizag¢do dos eletrodos de ouro com a monocamada de PAMAM-G4 ¢ uma boa
estratégia para a construcao de biossensores eletroquimicos, pois a estrutura tridimensional ¢ a
grande quantidade de grupos aminos terminais da monocamada propiciam uma estrutura
favoravel para a imobiliza¢do de biomoléculas e contribui na manutencdo da estrutura nativa e
da funcdo biologica das mesmas. Estas caracteristicas foram evidenciadas pelos resultados
apresentados pelo biossensor Au/PAMAM/AChHE. Tais resultados mostraram que independente
da metodologia empregada no processo de imobilizacdo da enzima AChE, o biossensor
apresentou resposta na detec¢do do substrato enzimatico AChl. Entretanto, o biossensor que teve
a enzima imobilizada pela metodologia dip coating com auxilio do agente de ligagdo cruzada
(glutaraldeido), foi a configuracdo que apresentou a maior intensidade de corrente anddica na
detecgdo de AChI, provavelmente devido a maior organizacdo da superficie proporcionada por
este método de modificagdo. Os resultados cronoamperométricos mostraram que o biossensor
proposto ¢ sensivel a variagdes de concentragdo de carbaril, pois apresentou uma correlagao
linear entre as correntes anddicas (R = 0,987) e a concentragdo de carbaril na faixa estudada,
apresentando LD = 0,0108 pmol. L™ ¢ LQ = 0,032 pmol. L™

Outra estratégia utilizada para modificagdo da superficie de Au foi a partir da SAM de
MPA e os antigenos 7. cruzi possibilitando a constru¢do do imunossensor Au/MPA/AG/BSA, o
qual foi aplicado na detec¢do qualitativa de anticorpos 7. cruzi em amostras de soro. As
otimizagdes efetuadas no processo de imobiliza¢ao do antigeno, bem como o uso de albumina de
soro bovino foram importantes, pois minimizaram possiveis diagndsticos falso/positivo. Os
resultados de impedancia mostraram que o imunossensor proposto ¢ viavel para o diagnostico
qualitativo de anticorpos de 7. cruzi em matrizes complexas, tais como em amostras de soro € na
presenca de anticorpos Toxoplasma, pois estes nao interferiram no desempenho do sensor.
Portanto, a metodologia proposta é reprodutivel e viavel para a detec¢do de anticorpos de T.
cruzi e pode ser uma alternativa para diagnostico in situ.

Os eletrodos CG obtidos a partir de pilhas exauridas apresentaram-se como alternativa
promissora para o desenvolvimento de sensores eletroquimicos, em fun¢do de suas vantagens,

tais como baixo custo, robustez e facilidade de modificagdo. Além disso, a superficie pode ser
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renovada apds o processo de polimento. A técnica de eletrodeposi¢do potenciostatica € uma
Otima estratégia para modificagdo de superficie com particulas metélicas, pois permite controlar
o tamanho e a morfologia das particulas depositadas, variando as condi¢des de deposicao, tais
como o tempo de eletrodeposi¢do, sobrepotencial e a concentracdo do precursor. A
eletrodeposicdo de particulas de ouro sobre os eletrodos CG, além de aumentar a area eletroativa
promoveu a eletrocatalise da oxidagdo da dopamina, pois o eletrodo CG/Au apresentou 0s
maiores valores de densidade de corrente anddica e a menor AEp comparada aos eletrodos ndo
modificados CG e Au. Estes resultados podem ser atribuidos aos efeitos sinérgicos entre as
particulas de ouro e o eletrodo de carbono grafite. O eletrodo CG/Au apresentou-se seletivo na
deteccao simultanea de dopamina e acido urico, com limites de detec¢do semelhantes ou
inferiores ha outros eletrodos ja relatados na literatura. Desta forma, pode-se concluir que os
eletrodos CG combinados com a técnica de eletrodeposigdo constituem uma excelente estratégia

para o desenvolvimento de sensores eletroquimicos.
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Perspectivas Futuras

Este trabalho de pesquisa abriu algumas perspectivas de estudo, principalmente com
relagdo a utilizacdo de eletrodos de ouro e carbono, no desenvolvimento de sensores e
biossensores eletroquimicos. Neste sentido, as propostas para a continuagdo do trabalho, sdo as

seguintes:

- Utilizar eletrodos de ouro funcionalizados com tidis que apresentem diferentes tamanhos de
cadeias alquilicas, como plataforma para a imobilizacdo de biomoléculas, tais como enzimas,

antigenos ou anticorpos, visando o desenvolvimento de biossensores eletroquimicos;

- Sintetizar dendrimeros de diferentes geragdes com nucleo de cistamina, pois estes além de
apresentar uma grande quantidade de grupos funcionais terminais e a estrutura tridimensional, os

atomos de enxofre permitem a quimissor¢ao direta sobre a superficie de eletrodos de ouro;

- Utilizar eletrodos de ouro impressos, funcionalizados com monocamadas de tidis que
apresentem grupos aminos terminais, os quais podem viabilizar a imobiliza¢do covalente de

anticorpos, visando a deteccao eletroquimica de antigenos em amostras de soro;

- Modificar a superficie do eletrodo CG utilizando a técnica de eletrodeposi¢cao, com particulas

metalicas de diferentes metais, visando a aplicacao como sensor eletroquimico;

- Recuperar os metais Manganés e Zinco dos residuos das pilhas, os quais podem posteriormente
ser eletrodepositados sobre a superficie do eletrodo CG, visando o desenvolvimento de

supercapacitores.
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