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RESUMO

Esta tese descreve a utilizagdo das monocamadas auto-organizadas (SAM) para o desenvolvimento
de biossensores enzimaticos a base da enzima horseradish peroxidase — HRP. No primeiro capitulo,
diferentes biossensores foram desenvolvidos utilizando a SAM de &cido tiolactico (Au/TLA) e
também a SAM mista composta por &cido 11-mercaptoundecandico (MUA) juntamente como TLA
(SAMnista). As etapas de construcdo e caracterizacdo dos biossensores foram realizadas pelas
técnicas eletroquimicas e tambem morfoldgicas. O método de imobilizacdo da enzima sobre a SAM
que proporcionou maior estabilidade foi pela ligacdo covalente. O biossensor Au/TLA/HRP foi
utilizado para a deteccdo do H2O. por cronoamperometria, obtendo-se um limite de deteccéo (LD)
de 5,46 umol L e de quantificacdo (LQ) de 18 umol L. Apesar dos bons resultados na detec¢éo
do H.O2 apresentados por este biossensor, o dispositivo foi estavel por apenas 6 dias. Portanto, no
intuito de aumentar a estabilidade do biossensor utilizou a molécula de acido mercaptoundecandico
(MUA) juntamente com TLA, para a formagdo da SAMnmista (AU/MUA:TLA). Neste sistema, a
velocidade de transferéncia eletronica é sensivelmente afetada, pois enquanto o TLA possibilita o
aumento da condutividade da SAMnmista devido a formagdo de “ilhas”, o0 MUA confere maior
estabilidade a monocamada para a imobilizacdo da enzima HRP, apesar de bloquear parcialmente
a superficie. O biossensor Au/SAMmista/HRP preparado na razdo 0,5:1,0 MUA:TLA apresentou a
melhor sensibilidade em comparacao as outras modificagBes, com uma constante de Michaelis-
Menten aparente, K,/ = 0,40 mmol L. Este biossensor foi aplicado na detecgéo da hidroquinona
(HQ) na presenca de uma quantidade fixa de [H.02] = 0,3 mmol L. Pela técnica de voltametria de
pulso diferencial (VPD), o biossensor exibiu uma excelente atividade eletrocatalitica para HQ na
faixa de 3 a 30 umol L, com boa sensibilidade, LD = 1,26 umol L e 0 LQ = 4,23 umol L. A
SAMnista aumentou a estabilidade do biossensor para 15 dias, sendo este mais estavel quando
comparado ao biossensor Au/TLA/HRP. No segundo capitulo da tese, outra estratégia para a
imobilizacdo da enzima HRP sobre o TLA foi realizada a partir de nanoparticulas de ouro (AuNps)
estabilizadas no cloreto de 3-n-propilpiridinio silsesquioxano (SiPy*Cl). A presenca das AuNps-
SiPy*ClI-foi confirmada pela Espectroscopia UV-Vis a partir da banda plasmon em 521 nm, as quais
apresentaram boa distribuicdo com tamanho aproximado entre 4 a 18 nm, constatado pela
microscopia eletrénica de transmissdo (MET) e por espalhamento dindmico de luz (DLS),
apresentando boa estabilidade (£ = + 38,5 mV). As AuNps foram incorporadas sobre o eletrodo de
carbono vitreo (ECV) e modificadas com o TLA para imobiliza¢do da enzima HRP. A formacéo
deste biossensor foi comprovada pela espectroscopia de impedancia eletrogquimica (EIE) e
morfologicamente pela microscopia de varredura de efeito de campo (MEV-FEG). O biossensor
ECV/AUNps/TLA/HRP foi utilizado na deteccdo do H202 com K3 = 0,43 mmol L%, sendo
préxima ao biossensor Au-SAMmista-HRP. Este biossensor foi aplicado na deteccédo do catecol (CT)
na presenca de [H202] =0,03 mmol L. Pela técnica de VPD, o biossensor exibiu uma excelente
atividade eletrocatalitica para CT na faixa de 6 a 46 pmol L1, com boa sensibilidade, LD = 0,852
umol Lt e o LQ = 2,84 umol L. A estabilidade deste dispositivo é de 25 dias, sendo superior aos
outros biossensores desenvolvidos (TLA/HRP e SAMnista/HRP) devido a imobilizacdo ocorrer
tridimensionalmente aumentando a quantidade de moléculas da TLA e HRP no dispositivo.

Palavras chave: &cido tiolactico; acido mercaptoundecandico, enzima HRP, SAMmista, Cloreto de
3-n-propilpiridinio silsesquioxano, nanoparticulas de ouro



ABSTRACT

This thesis describes the use of self-assembled monolayers (SAM) for the development of
biosensors based on horseradish peroxidase enzyme - HRP. In the first chapter, the enzyme was
immobilized on self-assembled monolayers of thiolactic acid (Au-TLA) and mixed SAM
composed of 11-mercaptoundecanoic acid (MUA) together with the TLA (SAMnmix). The steps
of construction and characterization of biosensors have been carried out by electrochemical
techniques and morphological ones. The enzyme immobilization method on SAM which
provided higher stability was by covalent bond. The Au/TLA/HRP biosensor was used for the
determination of H2O2 by chronoamperometry, yielding a detection limit (DL) of 5.46 pumol L
1 and quantification (QL) of 18 umol L. Despite the good results for the H.O, detection
presented by this biosensor, the device was stable for only 6 days. Therefore, in order to increase
the stability of the biosensor, SAM containing both the mercaptoundecanoic acid molecule
(MUA) and TLA was obtained, to the formation of SAMmix (Au/MUA:TLA). In this system,
the electron transfer rate can be considerably affected because while the TLA enables an
increase of SAMmix conductivity due to formation of “islands”, the MUA provides greater
stability for HRP immobilization, although it partially blocks the surface. The biosensor Au-
SAMnmix-HRP prepared in the ratio 0.5: 1.0 MUA/TLA showed higher sensitivity compared to
other modifications ratio, with an apparent Michaelis-Menten constant K,’?= 0.40 mmol L™,
This biosensor has been applied to the determination of hydroquinone (HQ) in the presence of
a fixed amount of [H.0,] = 0.3 mmol L. By differential pulse voltammetry technique (DPV),
the biosensor exhibited excellent electrocatalytic activity for HQ in the range 3-30 umol L*,
with good sensitivity, DL = 1.26 pmol L™ and QL = 4.23 pmol L 1. The SAMmix increased
the stability of the biosensor for at least 15 days, which is more stable when compared to the
biosensor Au/TLA/HRP. In the second chapter of this thesis, another strategy was used for
immobilization of the HRP enzyme based on the formation of TLA monolayer on the top of
gold nanoparticles (AuNPs) stabilized in the inorganic polymer, 3-n-propylpyridinium
silsesquioxane chloride (SiPy"CI"). The presence of AuNPs-SiPy*Cl- was confirmed by UV-
Vis spectroscopy from the plasmon band at 521 nm. The AuNps showed good distribution with
approximate size between 4-18 nm, evidenced by transmission electron microscopy (TEM) and
by dynamic light scattering (DLS), with good stability ({ = + 38.5 mV). The AuNPs were
deposited on the glassy carbon electrode (GCE) and modified with the TLA for immobilization
of HRP enzyme. The formation of this biosensor was confirmed by electrochemical impedance
spectroscopy (EIS) and morphologically by field-effect scanning electron microscopy (SEM-
FEG). The GCE/AuUNPS/TLA/HRP biosensor was used for the detection of H202 with K,7? =
0.46 mmol L, which was similar to the Au-SAMmix-HRP biosensor. This biosensor has been
applied to the determination of catechol (CT) in presence of [H202] = 0.03 mmol L. Using the
DPV technique, the biosensor showed an excellent electrocatalytic activity for CT in the range
6-46 umol L1, with good sensitivity, DL = 0.852
umol Lt and QL = 2.84 umol L . The stability of this device was approximately 25 days,
being superior to other biosensors developed (TLA-HRP and SAMnmix-HRP), which can be
attributed to the three-dimensional immobilization of HRP molecules in this device.

Keymords: thiolactic acid; mercaptoundecanoic acid, HRP enzyme, SAMnmix, 3-n-
propylpyridinium silsesquioxane chloride, gold nanoparticles
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INTRODUCAO

A intensificagdo dos problemas ambientais vinculados diretamente com as atividades
humanas, principalmente as industriais e farmacoldgicas, tem acelerado o desenvolvimento de
novas metodologias de analise. Assim, novas pesquisas tém sido realizadas com o objetivo de
obter uma metodologia de analise capaz de fornecer seletividade, baixo custo e facilidade na
construcdo e que possa ser usada na construgdo de equipamentos simples e portateis.
Fundamentado nisto, a utilizacdo de eletrodos quimicamente modificados (EQM) para o
desenvolvimento de sensores e biossensores eletroquimicos € uma das areas de destaque dentro
da Quimica 21,

Dentre as estratégias bastante utilizadas para a modificacdo de superficies eletrédicas
destacam-se as monocamadas auto-organizadas (SAMs). Sdo faceis de serem formadas,
normalmente apresentam estruturas ordenadas e razoavel estabilidade por um longo periodo de
tempo, permitindo sua utilizagcdo por um grande nimero de medidas. Como as SAMs podem
formar membranas que assemelham ambientes celulares, possuem a habilidade de proteger as
moléculas biocataliticas da desnaturacdo, normalmente observada durante a interagdo com
eletrodos ndo modificados 4. Assim, estes filmes possibilitam a funcionalizacio com
biomoléculas.

Outra possibilidade para melhorar o desempenho do eletrodo modificado com SAM ¢€ a
incorporacdo de nanoparticulas metalicas. As nanoparticulas sdo especialmente Gteis devido as
suas propriedades unicas, pela possibilidade de controle de tamanho, elevada area superficial e
facil funcionalizacdo. Esta funcionalizacdo aumenta a especificidade para a ligacdo das
biomoléculas permitindo a formag#o dos biossensores [51,

Dentre as biomoléculas mais utilizadas para a confeccdo de biossensores, destacam-se
as enzimas, as quais sdo catalisadores biologicos que intermediam varias reacdes. Neste
contexto, o desenvolvimento desse trabalho deu-se pela necessidade de investigar as
potencialidades de sistemas auto-organizados juntamente com a incorporacdo da enzima
horseradish peroxidase (HRP). As peroxidases pertencem a classe das éxido-redutase, a qual
na presenca de peroxido de hidrogénio, catalisa a oxidacdo de diversos compostos fendlicos,
sendo vantajosa para determinacdo dessas substancias. Atualmente encontra-se um grande
numero de poluentes organicos, possuindo uma estrutura fenolica. Esta classe de compostos

representam as implicacdes ambientais e biologicas associadas ao fenol, intimamente
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relacionadas com sua concentragcdo no ambiente.[® Portanto a importancia do desenvolvimento
de dispositivos para a deteccdo e quantificacdo destes poluentes, com rapidez, seletividade e
sensibilidade, caracteristicas encontradas especialmente nos biossensores a base da enzima
HRP.

Este trabalho teve como objetivo investigar diferentes estratégias de preparagdo de
eletrodos a base de SAM para a imobilizagcdo da enzima horseradish peroxidase (HRP) e
obtencdo do biossensores eletroquimicos. A tese foi dividida em capitulos para melhor
exposicdo e compreensdo dos diferentes biossensores com a enzima HRP desenvolvidos.
Assim, no primeiro capitulo da tese, foram abordados dois métodos de imobilizacdo da enzima
HRP sobre a molécula de &cido tiolactico (TLA), além da utilizagdo da monocamada auto-
organizada mista composta por TLA e éacido mercaptoundecandico (MUA). Apds
caracterizagéo, o biossensor contendo a SAMmista, foi aplicado para a detec¢cdo do composto
fendlico hidroquinona. No segundo capitulo, outra estratégia foi utilizada para imobilizacéo da
enzima HRP sobre a monocamada de TLA. Neste estudo a SAM foi formada sobre
nanoparticulas de ouro estabilizadas no polimero inorganico/organico cloreto de 3-n-
propilpiridinio silsesquioxano (AuNps-SiPy*Cl) em eletrodo de carbono vitreo. O biossensor
ECV/AuNps/TLA/HRP obtido foi utilizado na deteccéo do catecol.
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CAPITULO 1

MONOCAMADAS MISTAS DE ACIDO TIOLACTICO E ACIDO 11-
MERCAPTOUNDECANOICO PARA CONSTRUCAO DE BIOSSENSORES
ENZIMATICOS
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1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 Moleéculas biologicas imobilizadas sobre eletrodos para a construcdo de biossensores

A Bionanotecnologia é a area relacionada com os estudos das aplicacbes de
biomoléculas em dispositivos de base nanotecnoldgica para obtencao de biossensores '8 no
intuito de desenvolver metodologias confiaveis com niveis de detecgdo baixos. Um biossensor
é definido como dispositivo analitico contendo um elemento bioldgico, sendo capaz de
reconhecer determinada substancia, o qual se encontra conectado ou integrado em um
transdutor que converte uma resposta biolégica em um sinal eletrénico ou éptico proporcional
a concentracdo do composto a ser detectado 19,

O funcionamento do biossensor esta relacionado ao tipo de biomolécula imobilizada,
como exemplo podemos citar os imunossensores. Nesse caso, 0 funcionamento do dispositivo
é baseada na habilidade do anticorpo (Ac) formar complexo com o correspondente antigeno
(Ag) o que é essencial, pois ndo somente a sensibilidade deve ser considerada, mas também a
especificidade ™. Outra aplicagio de incorporacdo de biomoléculas sobre eletrodos refere-se
aos biossensores de DNA ou genossensores [*2 131 devido & deteccdo de sequéncias especificas
de bases em acidos nucléicos humanos, virais e bacterianos, as quais sdo importantes no
diagndstico de doencas. No entanto, os elementos bioldgicos mais empregados na confeccao
dos biossensores sdo as enzimas, podendo ser utilizadas na sua forma purificada ou através de
extratos vegetais 1. As enzimas sdo catalisadores bioldgicos usados em rea¢des com substrato
especifico, porém com maior reversibilidade do complexo enzima-substrato formado [,
diferentemente do modo de acdo dos anticorpos, os quais se ligam especificamente com o
antigeno correspondente, mas na maioria das vezes, sem efeito catalitico.

Devido as suas propriedades de especificidade, alta seletividade e sensibilidade, as
enzimas tém sido largamente usadas como material biologico na construcdo de biossensores
[6] sendo ferramentas promissoras para suplementar as técnicas existentes. Assim, novas
tecnologias tém sido desenvolvidas, a fim de permitirem a imobilizagc&o de enzimas em sistemas

eletrodicos para confecgdo de biossensores com elevada estabilidade 1781,

23



1.2 Métodos de imobilizacdo enzimatica para aplicacdo em biossensores

As enzimas sio catalisadores biologicos usados em reagdes com substrato especifico
91 sendo um dos elementos bioldgicos mais empregados na confecccdo de biossensores 2%,
devido as suas propriedades de especificidade, alta seletividade e sensibilidade ™ 1, A
imobilizacdo de enzimas é a etapa mais importante para o desenvolvimento de biossensores. As
biomoléculas tém que manter a sua estrutura e principalmente sua funcéo, para preservar a sua
atividade bioldgica apds imobilizacdo, sem prejuizo a sua funcionalidade permanecendo
firmemente fixadas a superficie para ndo serem lixiviadas durante a utilizac&o do biossensor
[21]_

Cada método de imobilizacdo apresenta vantagens e desvantagens. A escolha da técnica
mais adequada depende da natureza da enzima, o transdutor e o modo de deteccéo desejado 22,
Diversos métodos de imobilizacdo do material bioldgico podem ser citados tais como:
adsorcdo; ligacdo covalente 2% ligacdo covalente cruzada 4 (“crosslinking”); oclusio [?% e

encapsulamento. A Figura 1 ilustra os principais procedimentos de imobilizacao.

Figura 1. Principais métodos de imobilizacdo de enzimas

Adsorgdo fisica Ligagdo covalente Ligagdo covalente cruzada

b i %‘

+ P

L R aeiv;i.

LI R,

e R --ae-l,,"

il o i Oclusdo Encapsulamento
-t o

Fonte: Adaptado [22]

A adsorcdo da enzima é o modo mais simples e rapido de imobilizacdo, baseia-se em
interacOes do tipo idnicas, polar, ligacdes de hidrogénio entre a enzima e a superficie da matriz.
No trabalho Shin et al [2%1 a colesterol oxidase foi imobilizada sobre as nanofibras de polianilina
por meio de adsorcdo eletrostatica pelo método “Layer-by-Layer”. O nivel de adsorcéo foi
examinado através da técnica de microbalanca de cristal de quartzo. O biossensor fabricado a
partir dessas nanofibras foi utilizado para determinagdes de solucdo padréo de colesterol pela

técnica amperométrica, obtendo boa resposta na faixa de 0,05 a 0,40 mmol L para a
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determinacdo da concentragdo de colesterol. Neste método de imobilizacdo pela adsor¢édo a
atividade enzimatica normalmente é preservada, entretanto pode ocorrer lixiviacdo da enzima
da superficie do eletrodo.

O método da ligacao covalente fornece uma imobilizagcdo mais estavel da enzima sobre
0 eletrodo, diminuindo a lixiviagdo, sendo este 0 mais comumente empregada. No entanto, o
método apresenta alta possibilidade de diminuicdo ou mesmo perda da atividade enzimatica
devido a reacdo com grupos funcionais do centro ativo da enzima, como também pela
deformacéo da estrutura tridimensional da mesma. Yadav et al ?"limobilizaram trés enzimas,
a creatinina amidohidrolase, amidinohidrolase creatina e oxidase sarcosina por meio da ligagéo
covalente do N-(3-dimetilaminopropil)-N’-etilcarbodiimida (EDC) e de N-hidroxisuccinimida
(NHS) com os grupos carboxilatos do nanotubo de carbono de paredes multiplas (c-
MWCNT)/polianilina (PANI) sobre a superficie de um eletrodo de platina (Pt). O biossensor
fabricado foi empregado para determinacgdo da creatinina em soro humano, mostrando perda de
somente 15% na resposta inicial quando estocado por 180 dias na temperatura de 4°C,
apresentando boa estabilidade na imobilizacdo do material bioldgico.

Outro método descrito de imobiliza¢do enzimatica em eletrodos é pela ligacao covalente
cruzada (crosslinking). A imobilizacdo é baseada na formagédo de um sistema reticulado das
moléculas da enzima, formando uma rede rigida. O glutaraldeido é um dos reagentes de ligacéo
cruzada mais utilizados. Entretanto, é possivel que a integridade da enzima ndo seja totalmente
conservada apos a etapa de ligacdo, além de dificuldades na reprodutibilidade do eletrodo e de
induzir a formacao de barreiras de difusdo. Isto pode acarretar aumento do tempo de resposta e
baixo desempenho do biossensor. Como exemplo, pode-se citar o trabalho de Santos et al [?8],
no qual imobilizaram sobre a monocamada de poliamidoamina-cistamina de quarta-geracao
(PAMAM-G4) a enzima acetilcolinesterase, utilizando o glutaraldeido por meio da ligacédo
cruzada. Esta imobilizacdo apresentou boa estabilidade, o qual pode ser utilizado pelo menos
por 5 dias sem perda da resposta.

Os métodos de oclusdo sdo baseados no confinamento da enzima dentro dos espagos
intersticiais de um gel, permitindo a livre difusdo de substratos de baixo peso molecular e dos
produtos da reacdo, ndo provocando alteracdo estrutural da enzima . Conzuelo et al 2
utilizaram o método de oclusdo para imobilizar as enzimas B-galactosidase (B-Gal), glicose
oxidase (GOD), peroxidase (HRP) por meio de uma membrana de didlise e o mediador
tetratiofulvaleno (TTF) sobre um eletrodo de ouro modificado com o 4&cido 3-

mercaptopropibnico. Este biossensor formado foi aplicado na determinacédo de lactose no leite
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e seus derivados, apresentando uma boa repetibilidade e boa reprodutibilidade das medicdes
realizadas com o mesmo biocompaosito, com um tempo de vida util de 28 dias. No entanto, esta
metodologia pode promover limitacbes de transferéncia de massa e baixa da atividade
enzimatica.

Assim, ao escolher o procedimento de imobilizagdo do material biolégico deve-se
analisar cuidadosamente os efeitos de cada método, pois estes podem provocar mudancas
conformacionais, afetando muitas vezes a atividade enzimética do eletrodo. Muitas vezes,
apenas uma pequena porcentagem das biomoléculas permanece ativa e mantém a capacidade

de interacdo com o analito.

1.3 Monocamadas auto-organizadas (SAM) para imobiliza¢do enzimatica

O processo de formagéo das monocamadas auto-organizadas ! ocorre pela ligagio do
grupo tiol (grupo ligante) sobre a superficie do substrato metalico (geralmente eletrodo de ouro)
via uma ligacdo covalente extremamente forte e estavel. Esta interacdo ocorre de forma rapida,
seguida de uma segunda etapa, mais lenta, onde verifica-se a organizacdo da molécula sobre o
substrato por meio de interacdes intermoleculares VVan der Waals entre as cadeias carb6nicas e
as moléculas de tiol. Os grupos funcionais na outra extremidade da molécula controlam as

propriedades da superficie do eletrodo, conforme Figura 2.

Figura 2. Representacéo esqueméatica da formacéo da SAM sobre a superficie metélica
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Grupo ligante - e

~ Superficie de ouro

Fonte: a autora

Monocamadas auto-organizadas (SAMSs) tém despertado muito interesse devido as suas

potenciais aplicacdes em biossensores, eletrdnica biomolecular e nanotecnologia B 32, também
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a sua homogeneidade, facilidade de preparacédo e possibilidade de variar tanto o comprimento
das cadeias, como os grupos funcionais terminais. Essa versatilidade na varia¢do do grupo
funcional permite que sejam obtidas superficies com caracteristicas hidrofébicas ou hidrofilicas
e ainda, possibilitam uma boa imobilizacdo para compostos biocataliticamente ativos [,

As biomoléculas imobilizadas diretamente sobre a superficie do metal ndo é uma
estratégia adequada, porque, em geral, produz uma modificacdo fraca da superficie que nédo
resiste a agitacdo, lavagem e o substrato muitas vezes nao € biocompativel e inativa a
biomolécula. A fim de evitar este tipo de incompatibilidade, as monocamadas auto-organizadas
sdo interessantes, pois oferecem varias propriedades atraentes para incorporacdo de
biomoléculas B4, A imobilizagdo de biomoléculas sobre a SAM requer pouca quantidade de
material biol6gico em relacdo aos outros tipos de eletrodos, tais como os eletrodos compdsitos
[351 Assim reduz o custo do dispositivo sem perda na resposta eletroquimica de analitos alvos.
A utilizacdo da SAM apropriada ajuda na imobilizagdo orientada e controlada de biomoléculas
321 As SAMs podem ser usadas para prevenir a desnaturacdo da proteina a uma superficie
eletrddica e para aumentar a estabilidade de biomoléculas. Isto ocorre, pois as monocamadas
podem formar membranas que se assemelham a ambientes celulares, tornando-se adequadas
para a imobilizacdo de biomoléculas. Por exemplo, Patil et al 8 investigaram o desempenho
do biossensor formado a partir da imobilizacdo da ascorbato oxidase pelo método de adsorcéo
fisica sobre a monocamada auto-organizada de L-cisteina sobre eletrodo de ouro. Os estudos
realizados sugeriram que a SAM proporcionou uma melhor plataforma para imobilizacdo da
enzima garantindo uma melhor sensibilidade para a oxidagdo do acido ascérbico assim como a
reducédo de oxigénio.

Outro exemplo da aplicacdo de SAM para obtencdo de biossensores enzimaticos,
destacam-se 0s sensores para a determinagdo do colesterol. Arya et al [ utilizaram um eletrodo
de ouro sobre o qual depositou um filme de octadecanotiol (ODT) para a formacao da SAM.
Este filme foi modificado através da reacdo nitreno de 1-fluoro-nitro-2-4-azidobenzeno
(FNAB) para ocorrer a ligacdo covalente com a colesterol oxidase (ChOx) por meio de reagdo
térmica. A FNAB atua como uma ponte (cross-linker) entre SAM e ChOX. Este biossensor foi
utilizado para a deteccdo de colesterol em solucdo pela técnica de ressonancia de plasma de
superficie (SPR) e apresentou boa linearidade 50-500 mg dL™* de colesterol em solucio com
baixo limite de deteccdo de 50 mg dL* e vida Util de cerca de dois meses quando armazenado
a4°C.
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Wang et al 71 preparam biossensores a partir da imobilizag&o da glucose oxidase (GOX)
sobre trés tipos de SAM: &cido 11-mercaptoundecandico (MUA), acido 3-mercaptopropidnico
(MPA) e acido 4-mercaptobenzdico (MBA) e posteriormente coberta por filmes Langmuir
Blodgett (LB) contendo nanoparticulas de azul da prassia (PB) como mediador de elétrons para
a enzima. Foi observado que a sensibilidade € significativamente afetada pela condutividade da
camada de SAM, como no MBA, o qual apresentou maior sensibilidade e estabilidade em
conjunto com o menor tempo de resposta. O MBA se destaca na preparacdo do biossensor entre
as moléculas estudadas, devido a presenca do anel aromatico, que permite a formacgédo de
camadas de MBA com alta propriedade de condutividade. O biossensor Au-MBA-Gox
apresentou um limite de deteccéo de 12,5 umol L2, sensibilidade de 50 nA/(cm? mM), e uma
linearidade estavel a longo prazo (13-14 dias) variando a partir da faixa linear de concentracao
de 12,5 pmol L™t a 70 mmol L2,

As monocamadas auto-organizadas proporcionam um ambiente favoravel a co-
imobilizagdo enzimatica, como no trabalho de Asav et al %8, Neste trabalho foi desenvolvido
um biossensor enzimatico contendo, duas enzimas (alcool oxidase e a glucose oxidase) e o
mediador, TTF (tetratiofulvano) imobilizados por reticulacdo entre o glutaraldeido e a
monocamada auto-organizada de cisteamina formada sobre um eletrodo disco de ouro. O
biossensor foi utilizado para a deteccéo seletiva de etanol e de glicose através da amperometria,
sendo monitorados os valores de corrente pelo potencial de redugdo do TTF" em 0,1V. Os
limites de deteccdo do biossensor para o etanol e glicose foram calculados como sendo 0,75 e

0,03 mmol L%, respectivamente.

1.4 Monocamadas auto-organizadas mistas (SAMmistas) para obtencao de biossensores

Uma estratégia para melhorar a resposta eletroquimica dos biossensores ¢é a formacao
de SAMs contendo uma mistura bem definida de distintas estruturas moleculares formando as
chamadas SAMs mistas B9, Assim, as SAMs mistas tém sido extensivamente estudadas ™7,
essas superficie sdo atraentes na concepcdo, modelagem e controle das propriedades de
superficie de eletrodos. Essas superficie podem ser constituidas por duas ou mais moléculas
que possuem grupos funcionais terminais distintos como -OH, -CHgs, -CN, -NH>, -COOH ou
também formadas por moléculas que apresentem diferencas no comprimento da cadeia

carbonica 1, conforme representagio da Figura 3.
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Figura 3. Representagdo esquematica da SAMmista (A) constituida por moléculas que apresentam diferencas no
comprimento da cadeia e (B) possuem grupos terminais distintos.
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Fonte: a autora

Como o grupo terminal também pode influenciar a organiza¢do da SAM, monocamadas
obtidas a partir de uma mistura de alcanotiois com diferentes grupos terminais possibilitam a
obtencéo de superficies com mdltiplas funcionalidades “?l. A mistura de monocamadas auto-
organizadas contendo grupos funcionais distintos e de comprimento de cadeia proximos foi
descrita por Ji et al 1. A SAM mista formada pelo acido tidctico (T-COOH) e a amida do
acido tioctico (T-NHy) foi utilizada como plataforma para imobilizar a enzima tirosinase para
a fabricacdo do biossensor. A SAM mista contendo grupos —COOH e -NH; pode formar ligacédo
de hidrogénio mais estavel com a tirosinase, em comparacdo a SAM pura. Além disso, a
tirosinase é carregada negativamente em solucdo neutra (ponto isoelétrico = 4,7) e com o
aumento do T-NH> na mistura ocorre 0 aumento da carga positiva na SAM, proporcionando a
atracdo eletrostatica entre a tirosinase e a superficie. Os melhores resultados foram obtidos com
a SAM mista preparada na proporcdo 1:4 (COOH:NH>) obtendo um excelente meio para a
reacao enzimatica entre a tirosinase e o substrato.

Dependendo do comprimento das cadeias, as monocamadas podem variar de altamente
densas, para cadeias longas, superiores ou iguais a 10 carbonos, a pouco densas e parcialmente
desordenadas, com cadeias curtas. A utilizacdo de SAM mistas pode ser util para aumentar a
estabilidade do filme e também diminuir o impedimento estérico, permitindo que mais
biomoléculas possam ancorar nas extremidades das SAM. Isto ocorre, pois, as cadeias menores
podem atuar como espacgadores de modo a minimizar a agregacdo das biomoléculas e as de
cadeia longa permitem o ancoramento destas. O trabalho de Sosna et al 4! descreve a formagéo
de SAMs mistas obtida pela mistura da molécula de 11-amino-1-undecanotiol (AUT) com
mercaptohexanol (MH) - AUT/MH e também com mercaptoetanol (ME) — AUT/ME. As duas

SAMs mistas obtidas foram covalentemente modificadas com hemina e usadas como uma
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plataforma para a reconstituicdo da Horseradish peroxidase (HRP). A reconstituicdo de
enzimas sobre a superficie pode ser considerada como uma poderosa ferramenta para a
concepcao de interfaces de biorecombinacédo e para estudos fundamentais das relacdes entre
estrutura-funcdo. A melhor reconstituicdo da enzima foi observada apenas para a SAM mista
contendo o tiol de cadeia curta ME e 1% de AUT, a qual cumpriu 0s requisitos estéricos para
acomodar a enzima volumosa.

As monocamadas mistas podem ser preparadas por co-adsor¢do ou sequencial dos seus
componentes “°. No primeiro caso, a composicdo da monocamada é determinada pelas
propriedades das moléculas, como comprimento de cadeia, grupo terminal e solubilidade, sendo
preparadas adicionando moléculas simultaneamente. Na deposi¢do sequencial, o segundo
componente € incorporado numa monocamada pré-existente, por imersdo do substrato em outra
solucéo de deposicéo.

Um exemplo de co-adsor¢do é descrito no trabalho de Cancino et al [“¢1 para
desenvolvimento de um biossensor para carbaril. A arquitetura da SAM mista foi formada por
um alcanotiol de cadeia curta (2-mercaptoetanol) e outro de cadeia longa (acido 11-
mercaptoundecandico). A mistura desses alcanotidis foram utilizadas para aumentar a
transferéncia eletronica através dos alcanotiois de cadeia curta, enquanto os alcanotiois de
cadeia mais longa podem proporcionar maior suporte para a estrutura enzimatica. O preparo
desta configuragio de SAM mista para imobilizagdo da enzima acetilcolinesterase
proporcionou a retencao da maxima atividade enzimatica sem a utilizacao de agentes de ligacéo
cruzada.

Na deposi¢cdo sequencial tem sido utilizado o método da dessorcdo seletiva, pois
proporciona eletrodos com propriedades eletroquimicas especificas. Este método permite a
alteracdo das propriedades de superficie, utilizando os diferentes potenciais de dessor¢édo para
as monocamadas distintas, as quais podem ser parcialmente dessorvidas para fabricar SAMs
binarias "1, Como exemplo, citamos o trabalho de Park et al 18], no qual a superficie do eletrodo
de ouro foi modificada com nanoparticulas de ouro (AuNP) e monocamadas auto-organizadas
mistas, composta de duas moléculas distintas, acido 3-mercaptopropiénico (MPA) e o
tetradecano-1-tiol (TDT), na proporcdo de 80:20. Entdo, o0 MPA foi dessorvido pela aplicacdo
do potencial de -1,2 V por 30 minutos. Apos a reducdo dessortiva o eletrodo foi imerso na
solucéo de ditiobis-N-succinimidil propionato (DTSP) para a formag¢ao da monocamada sobre
os sitios dessorvidos. O método proposto € eficaz para fixacdo da enzima HRP mantendo-a

estdvel, enquanto a presenca de nanoparticulas de ouro proporciona maior atividade
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eletroquimica. E interessante notar que a SAM mista apresenta caracteristicas voltamétricas
Unicas em compara¢do com o SAMs unimolecular Esta metodologia é Gtil para incorporar em
uma monocamada uma espécie molecular cujas préprias dimensdes fisicas impediriam uma

imobilizagdo bem organizada 1!,

1.5 Considreac0es gerais sobre a Enzima Horseradish peroxidase (HRP)

Araiz forte (Amoracia rusticana) é uma planta que cresce em regides temperadas, sendo
cultivada principalmente devido ao valor culinario de suas raizes, as quais sdo também uma rica
fonte de peroxidase. Essa planta é utilizada para a produzir a peroxidase em larga escala devido
ao uso comercial da enzima. As peroxidases tém atraido interesse, devido o envolvimento
dessas enzimas em diversas reacOes bioldgicas, sendo usadas como biossensores em analises
médicas, alimenticias ! e também ambientais B,

A HRP é uma glicoproteina globular que contém varios tipos de isoenzimas. E
constituida de 308 residuos de aminoacidos, dois ions calcio e uma porcao ferriprotoporfirina IX
(heme), ndo covalentemente ligada & cadeia polipeptidica que forma o sitio ativo da enzima (Figura

4). O ion férrico central da referida protoporfirina esta coordenado a um residuo de histidina [>?].

Figura 4. (A) Representacdo tridimensional da estrutura Horseradish peroxidase. (B) Grupo prostético das
enzimas peroxidase denominado grupo heme
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Fonte: adaptado [53, 54].

31



Os biossensores contendo a HRP constituem uma alternativa rapida e conveniente para
medidas analiticas convencionais no monitoramento do peroxido de hidrogénio. A
determinacdo sensivel e precisa do H20O tem atraido interesse uma vez que, este composto é
um mediador essencial na biologia, medicina e também é importante subproduto da oxidagédo
enzimatica de varias oxidases altamente seletivas. O peroxido de hidrogénio é necessario para
0 metabolismo de proteinas, carboidratos, gorduras, vitaminas, etc., e também ajuda a regular
0 aclicar no sangue e na producéo de energia celular B,

Estudos desenvolvidos por Senel et al B detectaram peroxido de hidrogénio via
amperometria modificando o eletrodo de ouro com o dendrimero pirrolpoliamidoamina com
diferentes geracdes. A HRP retém a sua bioatividade apds imobilizacdo e os resultados
indicaram uma imobilizacdo eficaz da enzima na superficie modificada com o dendrimero
contendo o mon6émero pirrol. Tal imobilizagao proporcion uma maior retencao da enzima sobre
a superficie, aumentando a estabilidade no tempo de vida do eletrodo. O biossensor exibiu alta
sensibilidade de 54 nA mmol™?, uma faixa linear (1,0 — 18,0 mmol L) e um baixo limite de
deteccéo de 5,47 pmol L para H.0x.

No mecanismo de reacdo das peroxidases, a transferéncia de elétrons envolvida sera
mediada quando um doador de elétrons (AH>) participa da reagdo de reducdo da enzima e
posteriormente atua como aceptor de elétrons provenientes do eletrodo. Neste caso, a reacao
enzimatica da peroxidase (HRP) ocorre em trés etapas distintas 1, como mostram as equagdes

abaixo:

HRP (Fe**) + H,O, — Composto-I + H,0
Composto-1 + AH, — Composto-I1 + AH*-
Composto-11 + AH, — HRP(Fe®*") + AH* + H.0

Na primeira etapa, h4 o envolvimento de dois elétrons na oxidacéo do grupo prostético
da enzima na forma nativa pelo H2O2, formando um composto oxidado intermediario,
Composto-I. Na reacdo seguinte, a forma oxidada da enzima é entdo, reduzida pela doacéo de
um elétron do composto AH> (molécula doadora de elétrons), formando o Composto-Il. Este
por sua vez, aceita um elétron de uma segunda molécula doadora AH na terceira etapa e a
enzima retorna a sua forma nativa 81,

Os mediadores sdo pequenas moléculas passiveis de reducdo/oxidacdo com alta

velocidade de transferéncia eletronica. A molécula do mediador escolhido deve reagir
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rapidamente com a peroxidase oxidada. Uma variedade de moléculas pode ser utilizada como
mediador de elétrons para a enzima HRP como: fendis, aminas aromaticas, acido ascorbico,
ferroceno, entre outros 2,

Mendes et al % avaliaram o efeito de diferentes tipos de SAM sobre a imobilizacio da
enzima HRP para determinagdo de peroxido de hidrogénio utizando a hidroquinona como
mediador de elétrons. ApoOs andalise da formagdo das monocamdas e dos processos de
imobilizacdo enzimatica, os autores selecionaram a SAM composta por cisteamina. Neste
trabalho os autores comprovam que a utilizacdo do mediador hidroquinona atua doando
eficazmente elétrons do centro redox da HRP e a superficie de ouro, seguindo o mecanismo

catalitico tipico de HRP para a reducéo de H.>Ox.

1.6 Utilizacédo da enzima HRP para detec¢cdo de compostos fenolicos

Os compostos fendlicos sdo poluentes ambientais, extremamente toxicos e perigosos
para 0s organismos vivos, mesmo em baixas concentra¢fes. A contaminacao da agua destinada
a consumo por compostos fenolicos na concentracdo de aproximadamente 1 ug L2, além de
acarretar problemas de sabor, odor, pode causar serios danos a satide humana levando em alguns
casos até a morte %, Estes compostos podem derivar tanto de fontes naturais (ocorréncia
natural em plantas e solo) e atividades antropicas como residuos de varios tipos de atividades
industriais e agricolas [®%.

Dentre os diversos compostos fenolicos, destaca-se a hidroquinona (HQ) e o catecol
(CT). Estes dois isomeros importantes do hidroxibenzeno (Figura 5) coexistem amplamente em
amostras ambientais. A HQ pode induzir a fadiga, dor de cabeca, as vezes até mesmo danos a
funcdo renal e CT pode causar a lesdo hepatica. Portanto, eles sdo considerados como poluentes
ambientais pela Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos e da Unido Européia por

causa de sua alta toxicidade e baixa degradabilidade no ambiente ecoldgico ©2.

Figura 5. Estrutura quimica dos isdmeros de hidroxibenzeno: hidroquinona e catecol
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Fonte: a autora
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Devido a gravidade do impacto dos fendis sobre o ambiente e de salde, varios
biossensores amperométricos de enzimas tém sido desenvolvidos para detectar esses
compostos. As enzimas utilizados nestes sensores tipicamente envolvem polifenol oxidase -
PPO (tirosinase [ e a lacase %) e peroxidase (HRP). Os biossensores contendo a tirosinase
sdo aplicaveis para a monitorar compostos fendlicos com, pelo menos, uma posi¢éo orto-livre.
Por outro lado, o biossensor a base de lacase pode detectar compostos fenélicos com posicado
para e meta livres, com um ciclo catalitico complicado. Os produtos formados durante a reacao
da lacase ndo sdo ainda bem compreendidas. Entretanto a HRP reage mais rapido e com uma
maior gama de compostos fendlicos e mostra uma sensibilidade mais elevada em comparagao
com os eletrodos & base de PPO 641, A principal vantagem da utilizacéo das enzimas redox é o
baixo potencial aplicado, o que leva a uma boa sensibilidade

A resposta do biossensor contendo peroxidase para detecgdo do composto fendlico é
baseado no mecanismo de deslocamento duplo, no qual dois substratos (H-O2 e componente

fenolico) estdo envolvidos. O mecanismo geral pode ser descrito pelo Figura 6.

Figura 6. Mecanismo geral do ciclo catalitico da enzima peroxidase (HRP) na presenga do composto fendlico.
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Fonte: adaptado [65]

Neste mecanismo o Composto | (estado de oxidagdo +5) contendo uma espécie ferril
(Fe** = O) e um cation radical porfirina, e Composto Il (estado de oxidagio +4), que é formado
pela primeira reducdo do cation radical porfirina, sdo os correspondentes intermediarios
enzimaticos. Na superficie do eletrodo, as moléculas de enzima HRP séo oxidadas pelo H>O>

seguido pela sua reducdo por compostos fenolicos. Na ultima reacdo, os compostos fenélicos
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sdo convertidos principalmente em quinonas ou produtos de radicais livres, que sdo eletroativos
e podem ser reduzidos eletroquimicamente sobre a superficie do eletrodo ®4. A corrente de
reducdo é proporcional a concentracdo de compostos fenolicos na solucao.

Ozoner et al ] descreve a importancia da otimizagio, da concentracio do perdxido de
hidrogénio para a determinacdo de fenois. A enzima HRP foi covalentemente imobilizada a
matriz polimérica do composito poli(metacrilato de glicina-co-3-tienil metacrilato de metila)-
polipirrol- nanotubo de carbono [Poli(GMA-co-MTM)/PPYy/CNT]. A otimizacdo dos
parametros experimentais foi realizada no que diz respeito ao pH, potencial aplicado e a
concentracdo de perdéxido de hidrogénio. O efeito da concentracdo do peroxido de hidrogénio
foi avaliado pelas respostas amperométricas obtidas na faixa de 8,0 a 48,0 umol L. O valor
maximo obtido para a corrente de reducio foi quando utilizou 16,0 umol L™ de H20: e entdo
decresceu acima de 48,0 pmol L1, Nas condicdes otimizadas, foi realizada a determinacéo de
dezoito derivados de fenol (fenol, catecol, p-benzoquinona, m-cresol, o-cresol, p-cresol,
guaiacol, 2,4-dimetilfenol, 2,6-dimetoxifenol, 2-clorofenol, 3-clorofenol, 4-clorofenol,
hidroquinona, 4-acetamidofenol, o pirrogalol, 4-metoxifenol, pirocatecol, 2-aminofenol),
fixando-se a concentragéo de peroxido de hidrogénio a 16,0 pmol L™t a um potencial de trabalho
de 50 mV (vs. Ag / AgCl).
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2 OBJETIVO GERAL

Investigar as potencialidades dos filmes auto-organizados, compostos por diferentes

tiois (SAMmista), Visando a posterior imobilizagcdo da enzima horseradish peroxidase (HRP),

para o desenvolvimento de um biossensor. Otimizacdo do biossensor de SAMmista COM 0

propésito de determinar o composto fendlico - hidroquinona, utilizando técnicas

eletroquimicas.

2.1 Objetivos especificos

v

Preparar e caracterizar o eletrodo de SAM de 4cido tiolactico, utilizando a voltametria
ciclica;

Otimizar o processo de imobilizagao da HRP sobre a SAM de acido tiolactico utilizando
a molécula modelo o substrato da enzima, H>O»;

Preparar e caracterizar o eletrodo de SAM mista de acido tiolactico e acido 11-
mercaptoundecanoico sobre a superficie do eletrodo de ouro utilizando as técnicas de
voltametria ciclica e impedancia eletroquimica;

Avaliar a influéncia da concentragdo dos tidis no comportamento dos biossensores
SAMnista para a determinagao do H>O: pela cronoamperometria. Comparar o biossensor
de SAMumista com 0s biossensores obtidos contendo Au/TLA/HRP e Au/MUA/HRP
Apos determinado a concentragdo dos tidis, estudar o comportamento do eletrodo de
AU/SAMnista/HRP na deteccdo de hidroquinona na presenca de H»O, por técnicas

voltamétricas de andlise tais como a voltametria ciclica e de pulso diferencial.
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3 METODOLOGIA

3.1 Equipamentos e reagentes

As medidas voltamétricas foram realizadas em um potenciostato PalmSens (Palm
Instruments BV) e Autolab PGSTAT 100, utilizando uma célula eletroquimica de capacidade
de 10 ml contendo o eletrodo de ouro como trabalho, um eletrodo de referéncia calomelano
saturado (SCE - Hg | Hg2Cl2 | CI") ou de prata/cloreto de prata (Ag | AgCI (saturado) | KCI (3,0 mol
L) e como eletrodo auxiliar, um fio de platina. Acido tiolactico, Acido 11-
mercaptoundecanoico, Horseradish Peroxidase (HRP) Tipo VI-A, cloridrato de N-(3-
Dimetilaminopropil)-N'-etilcarbodiimida (EDC), N-Hidroxisuccinimida (NHS) e dopamina
foram obtidos da Sigma-Aldrich (USA). Ferricianeto de potassio - Ks[(Fe(CN)s], ferrocianeto
de potéssio trihidratado - KsFe(CN)e.3H20, etanol, &cido sulfurico, peroxido de hidrogénio
foram adquiridos da Vetec (BRASIL). Tampao fosfato salino PBS 0,1 mol L™ foi preparado
pela mistura de hidrogenofosfato de sddio, diidrogenofosfato de sodio e cloreto de sédio 0,5
mol L. Para o ajuste de pH foram utilizadas solugGes de acido fosférico (Vetec) e hidroxido
de sddio. Todos os reagentes quimicos utilizados foram de grau analitico. As solucdes foram

preparadas com agua deionizada.

3.2 Preparacao de filmes SAM

3.2.1 Limpeza da superficie do eletrodo de ouro

A limpeza da superficie do eletrodo de ouro € uma etapa de extrema importancia pois
se trata da eliminag&o de possiveis impurezas existentes na superficie do mesmo. E uma etapa
de grande influéncia na formacéo das SAMs e deve ser realizada de forma sistemética, a qual
consiste no tratamento mecanico, quimico e eletroquimico. Inicialmente realizou o pré-
tratamento mecéanico com polimento do eletrodo com solucdo de alumina 0,05 pum. No
tratamento quimico deixou o eletrodo imerso na solugdo piranha (1:3 H202 30% - H2SO4
concentrado) durante 10 minutos. Apos efetuou o tratamento eletroquimico, aplicando-se varias
varreduras sucessivas entre os potenciais redox do ouro, na faixa de 0,2V a 1,6 V em solucdo

aquosa de 0,5 mol L de H2SO4 em 50 mV s até obter o perfil voltamétrico caracteristico 7],

37



3.2.2 Preparacdo da monocamada de acido tiolactico (TLA) e &cido 11-
mercaptoundecanodico (MUA) e monocamada mista (MUA/TLA)

A quimissorcdo da monocamada sobre a superficie eletrodica foi realizada
mergulhando-se o eletrodo de ouro previamente limpo na solucdo dos tiois representados na
Figura 7. Na obtencéo da monocamada auto-organizada de TLA deixou-se o eletrodo de ouro
imerso na solucéo etandlica do tiol contendo 10 mmol L. O tempo de imersdo para a molécula
de TLA foi avaliado no intervalo de 10 a 180 minutos. Na obtencdo da monocamada auto-
organizada mista (SAMnmista) contendo ambos 0s precursores, tambem deixou-se o eletrodo de
ouro imerso na solucdo etandlica. Na formagdo da SAMnmista avaliou-se o efeito da concentragdo
de cada tiol na faixa de 0,25 a 1 mmol L para a formagio de uma superficie ordenada e estavel.
Para a molécula de MUA o tempo de imerséo foi 24 horas, o qual foi previamente estabelecido
a partir de estudos iniciais no intervalo de 10 min a 24 horas, sendo assim manteve-se esse

tempo para a obtencdo da SAMmista.

Figura 7. Moléculas utilizadas no estudo da formag&o das SAMs

Acido tiolactico Acido 11-mercaptoundecandico

Fonte: A autora, obtida pelos programas GAUSSIAN 03 [681 e MOLEKEL 5.3 [59

Nos estudos de dessorcdo eletroquimica utilizou a técnica de voltametria de pulso
diferencial. Foi utilizado como eletrélito suporte uma solucdo de hidréxido de sodio 0,5

mol L, velocidade de varredura de 20 mV s na faixa de potencial de -0,6 a-1,4 V.

3.3 Imobilizagdo enzimética sobre as monocamadas

Nesta etapa, foram realizados estudos utilizando diferentes formas de imobilizagéo da

enzima HRP na superficie do eletrodo de ouro ja modificado com a monocamada de TLA. A
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enzima peroxidase utilizada neste trabalho foi a HRP tipo IV-A. A solucdo foi preparada
dissolvendo a enzima HRP em tampdo PBS 0,1 mol L™ em pH 6,5. Desta solugio utilizou-se
55 unidades enzimaticas (U) para construcdo do biossensor, exceto para os estudos da variacdo
da quantidade de enzima no eletrodo. As metodologias utilizadas na imobilizagdo do material
biol6gico foram realizadas como descrito abaixo:

(1)  Adsorcéo: foram gotejados 5,0 pL da solucdo da enzima HRP na superficie do eletrodo
ja modificado com o &cido tiolactico, conforme Figura 8. Em seguida, o eletrodo foi seco a

temperatura ambiente.

Figura 8. Esquema da imobilizacdo da enzima HRP sobre a SAM pelo método de adsorcéo.
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Fonte: a autora

2 Ligacdo Covalente: o eletrodo modificado foi imerso em solugdo PBS 0,1 mol L*
contendo os agentes de ligacdo (EDC e NHS) por um periodo de uma hora. A reacao ocorre
com 0s grupos terminais carboxilicos da SAM com os ligantes EDC (2,0 mmol L) e NHS (5,0
mmol LY). Apds, a enzima foi imobilizada, gotejando 5,0 pL de solugdo contendo a enzima
HRP sobre a superficie ja modificada, conforme Figura 9. O biossensor foi seco a temperatura

ambiente.

Figura 9. Esquema da imobilizacdo da enzima HRP sobre a SAM pelo método de ligacéo covalente
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A imobilizagdo da enzima HRP sobre a SAMnmista foi realizada somente pelo método de

ligacdo covalente, seguindo o procedimento descrito anteriormente.

3.4 Caracterizacao dos eletrodos modificados por técnicas eletroquimicas

Espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIE) e voltametria ciclica foram
utilizadas para a avaliacdo do comportamento eletroquimico das diferentes configuracdes de
eletrodos na presenca da molécula sonda de Fe(CN)s™*/Fe(CN)s20,5 mol L em solugio PBS
0,1 mol L e em solugéo de KCI 0,1 mol L pH 6,5. Na voltametria ciclica realizou o estudo
na faixa de potencial entre -0,2 € 0,6 V a 100 mV s e para a SAMmista 0 potencial foi variado
entre -0,4 e 0,6 V a 50 mV s pH 6,5. Na espectroscopia de impedancia eletroquimica foi
aplicado ao eletrodo de trabalho uma onda senoidal com amplitude de 10 mV utilizando

potencial de circuito aberto na faixa de frequéncia de 10 kHz a 100 mHz.

3.5 Estudo da potencialidade dos eletrodos modificados como sensores eletroquimicos

Para os estudos do comportamento eletroquimico dos eletrodos obtidos a partir dos
diferentes métodos de imobilizacdo da enzima HRP foram registrados voltamogramas ciclicos
na faixa de -0,4 a 0,6 V em solugdo PBS 0,1 mol L™ pH 6,5 contendo H202 1 mmol L a 50
mV s, Para a técnica de cronoamperometria foi necessario pré-condicionamento (300 s) em
um potencial fixo de -0,2 V na presenga de H20: na faixa de concentragéo de 0,1 a 1,0 mmol
L1, eletrdlito suporte Tamp&o PBS 0,1 mol Lt em pH = 6,5. Antes de todas as medidas para
deteccdo do H20O> foi necessério desaerar o eletrdlito, durante 10 min em fluxo de nitrogénio
para retirar o O dissolvido na solucdo. Para a aplicagdo do biossensor para deteccdo da
hidroquinona (HQ) foram utilizadas as técnicas de voltametria ciclica e pulso diferencial, na
faixa de concentrac&o entre 30,0 a 300,0 umol L%, Nas medidas para detec¢éo da hidroquinona

avaliou o efeito da concentracdo de H.Ox.
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3.6 Caracterizagdo morfologica

A caracterizacdo morfoldgica do biossensor (Au/TLA/HRP) foi realizada pela
microscopia de forca atbmica (AFM), utilizando amostras de filmes de ouro policristalino ndo
modificado e modificado com a monocamada de &cido tiolactico e com a enzima HRP. A
monocamada foi obtida pela imersdo do Au em solugdo de TLA 10,0 mmol L por um periodo
de 3 horas. A enzima HRP foi imobilizada sobre o TLA utilizando o método de ligacdo
covalente. As superficies das amostras foram escaneadas pelo modo ndo contato, em um

equipamento Shimadzu SPM-9600. As imagens foram obtidas com tamanho 1x1 pm.

3.7 Espectroscopia na Regido do Infravermelho (FTIR, Fourier Transform Infrared)

A espectroscopia de FTIR foi utilizada para o estudo da interacdo quimica entre a
monocamada de TLA e a enzima HRP. Para a realizacdo destas medidas utilizou-se o
equipamento FT-IR Spectrometer Frontier - Perkin Elmer, no modo transmisséo e reflectancia,
na regido entre 500 a 4000 cm™, sendo acumuladas 64 varreduras. Realizou-se a analise do
Au/TLA e Au/TLA/HRP sobre a superficie do eletrodo de ouro, j& para a obtencao do espectro

da enzima HRP nativa utilizou pastilhas de brometo de potassio.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Monocamadas auto-organizadas de acido tiolactico

4.1.1 Formacgéao das monocamadas auto-organizadas de &cido tiol4ctico

As monocamadas auto-organizadas foram inicialmente obtidas utilizando-se a molécula
de &cido tiolactico (TLA - CH3CH(SH)COOH). Esta molécula possui dois grupos funcionais
em sua extremidade, um grupo carboxilico e uma metila. Estes grupos previnem a passivacdo
do eletrodo e conferem cargas superficiais ['°l. Estudos de eletrodos modificados por SAMs
demonstram que a transferéncia de elétrons de uma espécie em solucdo é retardada com a
reducdo da area ativa do eletrodo ou por impedimento das espécies redox ao se aproximar da
superficie imobilizada com o tiol ¥, Assim, a capacidade de uma monocamada para blogquear
a transferéncia de elétrons entre a superficie de ouro e um doador ou aceitador de elétrons em
solugéo tem-se mostrado uma boa medic&o do recobrimento superficial 8. O efeito do tempo
de formacdo das monocamadas de TLA foi acompanhado através da técnica de voltametria
ciclica (nmero de medidas = 3), por meio da oxirreducdo de KsFe(CN)s/KsFe(CN)s (molécula
sonda). Avaliando o intervalo de tempo de 10 a 180 minutos (Figura 10), tendo como objetivo
a avaliacdo das propriedades das monocamadas comparadas ao eletrodo de ouro policristalino

sem modificacao.

Figura 10. (A) Voltamogramas ciclicos do Au/TLA em diferentes tempos de imobilizacdo em solugéo 0,1

-3/-4
mol L™ PBS com 0,05 mol L™ [Fe(CN),]  em pH = 6,5 v =50 mV s*. (B) Dependéncia do potencial e da

corrente de pico anddico com o tempo de imersdo do eletrodo Au na solugdo de TLA 10 mmol L.
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Fonte: A autora
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Conforme Fig. 10-A, pode ser observado que ap6s a imobilizacdo da monocamada
dificulta na transferéncia de elétrons diminuindo as correntes de pico. Este processo de
formacdo da SAM de TLA altera a difusdo da sonda eletroquimica até a superficie do eletrodo.
Este comportamento era esperado, pois a molécula sonda apresenta-se negativamente carregada
e ao entrar em contato com a SAM, composta por moléculas que contém o grupo carboxilico
desprotonado, esta sofre repulsdo maior que aquela apresentada pelo ouro sem modificacéo.

A partir dos voltamogramas pode-se considerar que 0 processo de quimissorcéo inicia-
se nos primeiros 10 min, pois a corrente de pico diminui comparada ao eletrodo de ouro sem
modificacdo. A medida que o tempo de imers&o do eletrodo na solucéo de TLA foi aumentado
observou-se uma diminui¢do nas correntes de pico (Figura 10-B), provavelmente devido a
melhor organizacdo da SAM na superficie, tornando mais lenta a cinética de transferéncia de
elétrons. Nos estudos de Raoof et al ', foram otimizados os parametros de formagdo da SAM
estudando-se os efeitos do tempo de imersdo de 0 a 150 min do modificador &cido 1,2-
naftoquinona-4-sulfénico (Ng), os quais influenciaram na determinacdo voltamétrica da
cisteamina. Através destes estudos os pesquisadores obtiveram os eletrodos Au-Ng com
melhores propriedades eletroquimicas no tempo de imersdo de 30 min. Souza et al [
estudaram o tempo de imobilizacdo utilizando o eletrodo de ouro modificado apds diferentes
tempos de imerséo em solugéo de 1,4 — ditiano (dt). Com o aumento do tempo de imersao, foi
verificada uma diminuicao dos valores de corrente faradaica da molécula sonda redox.

Nota-se nos voltamogramas, (Fig. 10-A) que ocorreu o deslocamento do potencial de
oxidagao para menores valores com o aumento de tempo de imerséo. Isto pode ser relacionado
a maior organizagdo da SAM, mantendo-se constante a partir de 60 minutos. A relacdo Ipa/lpc
foi superior a 1 ¢ com AEp em torno de 180 mV, para todos os tempos de imobilizacdo
indicando que o sistema é considerado quase-reversivel. De acordo com a literatura, para curtos
tempos de imersdo, existe uma cobertura densa da molécula tiol, porém sem organizacéo,
apresentando muitas irregularidades. No decorrer do tempo, uma organiza¢do mais lenta, que
requer tempos da ordem de horas, maximiza a densidade de moléculas e minimiza os defeitos
na SAM %41 Sendo assim, escolheu-se o tempo de 180 minutos para a deposicéo para o acido
tiolactico, pois apresenta a menor corrente de pico e também o menor potencial de oxidacéo
indicando que a molécula foi imobilizada de forma homogénea e organizada. Esse tempo de
180 minutos é similar aos encontrados na literatura para moléculas de cadeia curta, em periodos

maiores nao ocorre alteracdo, pois a molécula ja se encontrada organizada na superficie.
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4.1.2 Formacéao do biossensor Au/TLA/HRP

A partir da confirmacdo da viabilidade da construcdo da monocamada de &cido
tiolactico e conhecendo a possibilidade da SAM para imobilizar biomoléculas, o biossensor
baseado em Horseradish peroxidase foi construido. Para uma prévia constatacdo da
imobilizacdo da HRP e também para verificar a eficiéncia do processo de formacdo do
biossensor sobre a monocamada de TLA, estudos de voltametria ciclica e espectroscopia de
impedancia eletroquimica foram realizados (Fig. 11) na presenca de Fe(CN)g*’>". Avaliou-se a
imobilizacdo enzimatica pelo método de adsorcédo e também pelo método de ligacéo covalente
entre a monocamada de &cido tiolactico e a enzima HRP.

Figura 11. Caracterizacdo por (A) voltametria ciclica e (B) espectroscopia de impedancia eletroquimica para o
eletrodo Au, Au/TLA e Au/TLA/HRP obtido por adsorcdo e também por ligacdo covalente contendo 55 U, na
presenca de 0,05 mol L™ de Fe(CN)s 3" em 0,1 mol L de PBS em pH = 6,5 (n=3).
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Fonte: A autora.

Inicialmente com a formacao da monocamada de TLA (Figs. 11-A e 11-B), a corrente
de pico diminui assim como a resisténcia de transferéncia de elétrons aumenta (Tabela 1), na
presenca de Fe(CN)s*"®. No entanto apds a imobilizagio da enzima HRP pelos dois diferentes
métodos, ocorre alteracBes mais significativas no comportamento eletroquimico do sistema,
sendo possivel constatar que o TLA favoreceu a imobilizacdo da enzima HRP. Uma maior
diminuicao nas correntes de pico assim como um maior aumento na resisténcia de transferéncia
de carga ap0s a imobilizacdo da enzima HRP, possivelmente devido ao aumento da espessura
e compactacdo da monocamada dificultando a transferéncia eletrénica.

Um comportamento similar a este foi observado no trabalho de Ran et al [ no qual o

conjunto formado pela monocamada de 1,4 alquil-benzeno e a subsequente imobilizacdo por
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ligacdo covalente da enzima HRP aumentou significativamente a resisténcia de transferéncia
de elétrons, sendo esta alteracdo no sinal de impedancia relacionada com o comportamento de

automontagem da monocamada e imobilizagdo da biomolécula.

Tabela 1. Parametros eletroanaliticos dos diferentes eletrodos na presenga da molécula sonda

Eletrodo Ipa (LA) Rct (2)

Au 149,29 271,08

AU/TLA 105,83 2029,92
Au/TLA/HRP adsorcdo 21,39 3.590,23
AU/TLA/HRP lig. covalente 16,73 4.126,91

Fonte: A autora

Os resultados de espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIE) concordaram com
aqueles obtidos por voltametria ciclica. Os voltamogramas ciclicos referentes as enzimas
imobilizadas apresentam valores bem menores de corrente em comparacdo com o ouro liso e
também com a monocamada de TLA. Pode ser também observado que o eletrodo Au/TLA/HRP
obtido por adsorcdo apresentou um maior valor de Ip e menor Rct quando comparado ao
modificado por ligagéo covalente, indicando que na imobilizag&o covalente a interagéo entre a
enzima e a monocamada de TLA é mais estavel, o que pode acarretar perda da atividade

bioldgica do material.

4.1.3 Avaliac@o do método de imobilizacao da HRP

A imobilizacdo é um desafio em termos de preservagdo da enzima, sem perda da
atividade enzimatica. O método escolhido para a imobilizacdo enzimatica interfere em
pardmetros de desempenho do biossensor, tais como seletividade, sensibilidade e
principalmente na estabilidade. Os dois métodos avaliados para a imobilizagdo da HRP estdo

esquematizados na Figura 12.
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Figura 12. Representacdo esquematica da interacdo entre a SAM e a enzima HRP utilizando os dois métodos de
imobilizac&o.
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Fonte: a autora

O principio envolvido no método de adsorcdo € a atracdo da enzima pela superficie da
monocamada por meio de forcas de Van der Walls, que sdo fracas. Neste caso, a atividade
enzimatica normalmente é preservada, entretanto pode ocorrer lixiviacdo da enzima da
superficie do eletrodo 281, A molécula de tiol na superficie confere um ambiente carregado
negativamente (pKa = 4,5), possibilitando uma interacdo eletrostatica com a enzima HRP
(ponto isoelétrico de pH = 7,2) [, conforme Figura 12. O método da ligacéo covalente baseia-
se na formacdo de uma ligacdo forte entre a enzima e o suporte, dificultando a lixiviacdo da
enzima [®1, O EDC ativa o tiol que contém o grupo terminal carboxilico, ligando-se diretamente
ao grupo amina da HRP para formar a ligacdo amida, o NHS reage formando um intermediério
éster 'l A imobilizacdo ocorre por deslocamento deste grupo por residuos de lisina da HRP,
formando uma ligacdo amida. O método é frequentemente mais complexo e os procedimentos
mais laboriosos com consumo de tempo, quando comparado ao método de adsorgao 271,

Nesse contexto, procurando manter a enzima ativa e estavel depois de incorporadas no
eletrodo, utilizou-se a voltametria ciclica para estudar a possibilidade de aplicacdo do
biosenssor obtido pelos diferentes métodos de imobilizacdo: por adsorcdo e pela ligacédo

covalente na presenca do perdxido de hidrogénio, segundo Figura 13.
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Figura 13. Voltamogramas ciclicos para os eletrodos Au/TLA e Au/TLA/HRP obtidos pelos diferentes métodos

na presenca de 1 mmol L™ de perdxido de hidrogénio, em solucdo PBS 0,1 mol L pH 6,5.
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Fonte: A autora

Pode ser observado na Figura 13, que o eletrodo apenas com a monocamada (Au/TLA)
ndo apresenta resposta consideravel, no entanto, observa-se que had um incremento da corrente
catddica quando ocorre a imobilizacdo da enzima peroxidase no dispositivo. Ao analisar o
comportamento dos dois biossensores na presenca do H>O. é possivel constatar o perfil
voltamétrico do processo redox em torno de -0,2 V, evidenciando a atividade da enzima HRP
ja que a monocamada de TLA sem a HRP imobilizada, ndo apresentou resposta na reducao do
H>0O>. Para a modificacdo por adsor¢do ha um aumento significativo na intensidade do pico de
reducdo quanto comparada a modificacdo com a ligacdo covalente, provavelmente por
proporcionar menor desnaturacdo ao material bioldgico, tornando a enzima mais disponivel
para a reagdo redox.

Para uma andlise mais detalhada da atividade enzimética em funcdo do método de
imobilizacao, utilizou a técnica de cronoamperometria monitorando a corrente de reducao do
H>02em fungéo da sua concentragdo. Experimentos amperomeétricos em potenciais fixos foram
realizados na faixa de 0,0 a -0,4 V, apresentando melhores respostas em potencias mais
negativos. Embora os biossensores apresentem uma maior sensibilidade em -0,4 V, sédo
preferiveis baixos potenciais a fim de evitar ou reduzir a interferéncia causada por algumas
espécies eletroativas [®l. Assim, o potencial de -0,2 V foi escolhido para ser utilizado nas
medidas amperométricas para a reducdo eletroquimica do H20, a fim de avaliar os dois
métodos de imobilizacao (Figura 14).
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Figura 14. (A) Cronoamperogramas dos biossensores obtidos pelos métodos de imobilizagdo covalente e
adsorcéo. (B) Relagdo entre corrente em funcéo da concentragio do H,O; na faixa de 1,98 a 9,17x10* mol L,

potencial de-0,2 V.
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Fonte: A autora

Observa-se pelas curvas de amperometria (Fig. 14) que a sensibilidade obtida para
modificacdo por adsor¢do (y = 3,52x10* + 11,45x; r = 0,9978) é mais elevada que no método
da ligacdo covalente (y = 3,43x10° + 5,01x; r = 0,9996). No método de adsor¢io a atividade
enziméatica normalmente é preservada, fato que explica as maiores correntes de reducdo.
Entretanto, neste método a taxa de lixiviagdo para a solugdo é maior, comprometendo a
estabilidade do sistema e reprodutibilidade das correntes de reducao 61, No método da ligacéo
covalente, as correntes de reducdo apresentam uma menor intensidade, fato explicado pela
diminuigcdo ou mesmo perda da atividade enzimética devido a reacdo com grupos funcionais do
centro ativo da enzima. Este método fornece vantagens, pois confere a minimizacdo da
lixiviacdo e uma maior estabilidade do complexo enzima-suporte.

Desta forma para avaliar o funcionamento dos biossensores obtidos a partir dos
diferentes métodos de imobilizacdo, estes foram estocados em temperatura de
aproximadamente 4 °C em tampéo PBS pH 6,5. O tempo de vida assim como a estabilidade na
resposta eletroquimica dos métodos de imobilizagdo foram investigadas em um periodo de 6
dias, com medidas realizadas em PBS 0,1 mol L* pH 6,5 na presenca de H202 5,7x10™* mol L-

1. A Figura 15 apresenta o tempo de vida dos biossensores.
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Figura 15. Estudo do tempo de vida dos biossensores obtidos pelos diferentes métodos de imobilizagdo no
tamp&o PBS 0,1 mol L™ pH 6,5 na presenca de 5,7x10 mol L™ de H,0,.
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Fonte: A autora

Na Figura 15, no método de adsorcao observa-se que o sinal diminui com o aumento
do namero de dias, indicando a alta taxa de lixiviagdo da enzima da superficie do eletrodo.
Durante as medidas amperométricas, verifica-se que esta diminuicdo ocorre nas medidas
efetuadas no mesmo dia, o0 que comprova a lixiviagdo da enzima HRP imobilizada pela método
de adsor¢do. Quando este biossensor foi armazenado, a perda da resposta no segundo dia foi
superior a 50%, mostrando-se instavel.

Em relacdo a imobilizacdo por ligacdo covalente, nota-se que apesar da menor
sensibilidade apresentada, esta proporciona uma maior reprodutibilidade nas correntes de
reducdo durante o intervalo de tempo estudado, apresentando perda de 18 % no sinal
eletroquimico. Segundo a literatura, 0 método de ligacdo covalente é o mais amplamente
utilizado para eletrodos modificados com grupos funcionais carboxilicos, devido a forte ligacao
entre estes grupos e a enzima %, O método pela ligacdo covalente proporcionou um
desempenho melhor na reprodutibilidade da corrente de reducao quando comparado ao método
de adsorcéo. Este fato pode ser explicado pela presenca de fortes forcas de atracdo formadas
por ligagBes quimicas entre a enzima peroxidase e a molécula de cido tiolactico. Assim, neste
estudo o método de ligacdo covalente foi definido para ser utilizado para a imobilizacdo da

enzima HRP.
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4.1.4 Efeito da concentracgédo da enzima HRP sobre a resposta do biossensor

A concentracdo da enzima HRP no desenvolvimento do dispositivo é um parametro
importante [®1. Com a finalidade de analisar o efeito da quantidade de enzima imobilizada sobre
a monocamada de TLA para a confec¢cdo do biossensor, variou-se a concentracdo de HRP na
faixa de 11 a 110 unidades enzimaticas, utilizando-se 0 método da ligacdo covalente. Com base
nisso, a Figura 16 apresenta o efeito da quantidade de HRP em termos de resisténcia de

transferéncia de carga, obtidos a partir de estudos de EIE.

Figura 16. Diagramas de Nyquist dos eletrodos Au/TLA e Au/TLA/HRP construidos com diferentes quantidades
de unidades enzimaticas na presenca de 0,05 mol L™ de Fe(CN)s3* em 0,1 mol L de PBS, pH = 6,5.
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Fonte: A autora

Conforme a quantidade de unidades enzimaticas imobilizadas na monocamada do
AU/TLA aumenta, a resisténcia de transferéncia de carga vai aumentando. A monocamada com
TLA apresenta Rct =2029,92 Q, ap6s a imobilizacdo enzimatica oS valores de Rct aumentam
para 3400,00 Q, 4126,91 Q e 5832,10 Q quando as unidades enzimaticas foram 11, 55 e 110
unidades, respectivamente. A partir dos valores das resisténcias de transferéncia de carga do
eletrodo modificado com TLA e os modificados com a enzima HRP é possivel calcular grau de

recobrimento enzimatico, a partir da equagéo 1 ['®):

SAM
O=1- (RCt RCtSAMHRP) Eg. 1
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Onde ®é o recobrimento superficial, Rct *M e and Rct SAMHRP s30 os valores de
resisténcia de transferéncia de carga obtidos a partir do diagrama de impedéancia dos eletrodos
modificados com a monocamada de TLA e o com o TLA/HRP, respectivamente. O
recobrimento enzimatico obtido foi de 40,29% para 11 unidades, 52,15% para 55 unidades e
65,19% para 110 unidades. Os resultados mostram que o aumento na quantidade de enzima
sobre a monocamada de TLA promove um maior recobrimento da superficie. Este resultado
sugere a eficiente imobilizacdo enzimatica sobre a superficie do eletrodo, uma vez que existe
um efeito de inibicdo da macromolécula para o processo de transferéncia de elétrons.

A guantidade de enzima utilizada para construcao do biossensor deve ser suficiente para
garantir a reacdo com o substrato, sendo que elevadas quantidades de enzima podem limitar o
processo difusional levando a um decréscimo na resposta do biossensor %, Com base nisso, a
Figura 17 apresenta o efeito da quantidade de HRP imobilizada na resposta amperométrica do
eletrodo de Au/TLA/HRP.

Figura 17. Efeito da quantidade de HRP imobilizada na resposta amperométrica (n = 3) do eletrodo de
AU/TLA/HRP em tampao PBS 0,1 mol L pH 6,5 contendo 3,88x10** mol L. Potencial fixo de -0,2 V vs SCE.
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Fonte: A autora

Conforme Figura 17, a corrente de reducdo do H>O> decresce com o aumento das
unidades da enzima HRP imobilizada sobre o TLA. Este comportamento esta relacionado ao

excesso de unidades enzimaéticas, o qual pode proporcionar o bloqueio do sitio ativo causando
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impedimento estérico e dificultando a transferéncia eletrénica do substrato (H20>) na superficie
do eletrodo. Comportamento similar foi descrito por Hua et al BY1, onde o efeito da concentracéo
da enzima HRP foi analisada no intervalo de 0,66 a 20,0 pug mL™. Neste trabalho da literatura,
as correntes de reducdo aumentaram rapidamente com o aumento da concentracdo de HRP no
intervalo de 0,66 para 6,6 pug mL?, mas, diminuiu acima desta concentragao.

O excesso da enzima HRP pode bloguear alguns sitios ativos dificultando o acesso do
H.O2> como uma consequéncia do impedimento estérico, ou ainda pode dificultar a
comunicacao eletrénica na superficie do eletrodo, o que explica o decréscimo significativo no
valor de corrente para 110 unidades enzimaticas.

A quantidade de HRP utilizada para modificar o eletrodo, que produziu a maior corrente
de reducdo de H>O> foi com 11 unidadades enzimaticas. No entanto, baixas concentra¢fes de
enzima nao sdo suficientes para completa reacdo eletrocalitica e também podem dificultar a
reprodutibilidade da resposta eletroquimica. Assim, a quantidade de 55 unidades enzimaticas
foi selecionada para a construgéo dos biossensores, pelo fato que suas correntes apresentaram
valores proximos aos encontrados para 11 unidades enzimaticas, com um menor erro de

reprodutibilidade.

4.1.5 Caracterizac¢ao do biossensor do Au/TLA/HRP

A estrutura policristalina do substrato pode ser diretamente influenciada pela
microestrutura do filme depositado 2. A formagcéo e a estrutura da biossensor formado no
substrato de ouro pela imersdo no acido tiolatico e posterior imobilizacdo da enzima HRP, foi
verificada pela microscopia de forga atomica (AFM), a qual forneceu as informacdes da

morfologia granular dos filmes com resolucdo em escala nanométrica, conforme Figura 18.
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Figura 18. Imagens de AFM do (A) eletrodo de Au sem modificacéo, (B) do Au/TLA e (C) do Au/TLA/HRP
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Fonte: a autora

A partir da Figura 18 foi possivel comprovar as etapas de formacgéo do biossensor, pela
mudanca na topologia da superficie do substrato de ouro. Na Fig. 18-A, apresenta a imagem
tipica da superficie de ouro ndo modificado com formas predominantemente esféricas. Apos a
imersdo da monocamada sobre o substrato, a topologia do ouro mudou bruscamente (Fig. 18-
B) indicando que ocorreu a formacgédo da monocamada de TLA sobre a superficie de ouro. Nesta
imagem, ocorre um aumento nas formas esféricas, provavelmente ocasionado pelo
recobrimento da monocamada auto-organizada, sobre o ouro. Na Fig. 18-C, mostra a imagem
do Au/TLA com a enzima HRP. O TLA forma uma monocamada bidimensional que adota uma
estrutura bem organizada e orientada, o que favorece a imobilizagdo enzimatica. No entanto,
pela imagem obtida ndo foi possivel caracterizar a enzima, pois esta proteina é volumosa, o que
pode ter acarretado distorcdo na imagem. Estes resultados corroboram com a literatura para
sistemas contendo biomoléculas .

Os espectros de FTIR foram obtidos para a monocamada TLA sobre o eletrodo de Au,
da enzima HRP imobilizada sobre Au/TLA e também da enzima HRP nativa (Figura 20). No
espectro para a monocamada de TLA é possivel observar que ndo ocorrem bandas de grande
intensidade, caracteristica para compostos contendo o grupo S-H, o que é coerente com a
literatura 841, O grupo (H.C-S) origina bandas referentes aos estiramentos simétricos (= 2852
cm™?) e assimétricos (=~ 2932 cm™). O estiramento C=0 de é4cidos carboxilicos apresenta uma
banda em 1710 cm™. O grupo C-O aparece na regido de 1420 e 1300 cm™ sendo duas bandas
de deformacdo axial, devido ao acoplamento da deformacéo angular no plano da ligagdo O-H
e a deformagcéo axial de C-O. Outra banda caracteristica aparece em 910 cm™ da deformacéo

angular do grupo O-H.

Figura 19. Espectro de FTIR para o eletrodo Au/TLA, Au/TLA/HRP e a enzima HRP em pastilha de KBr.
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Fonte: a autora

Um dos grupamentos importantes para o estudo espectral das proteinas sdo as amidas.
As bandas de amida, podem contribuir de maneira essencial para a informagéo estrutural
contidas nas bandas de infravermelho, pois o aparecimento ou desaparecimento assim com a
variacdo da intensidade e deslocamento podem fornecer informacdes relevantes da estrutura da
proteina 1, Conforme Figura 19, a enzima HRP apresenta a banda amida I (1700-1600 cm™),
originada principalmente pelo estiramento vibracional C = O das liga¢@es peptidicas, ocorrendo
em 1660 cm™ correspondente as a-hélices da proteina. O pico em 1541 cm! refere-se a banda
caracteristica de amida 11 (1600-1500 cm?), sendo atribuida pela combinacéo da deformag&o
no plano do grupo N-H e o estiramento vibracional C-N das ligacdes peptidicas,
correspondentes as B-folha da proteina [ 871, Apés a imobilizacio da enzima HRP sobre o TLA
as bandas caracteristicas apresentaram algumas pequenas alteracdes. O espectro TLA/HRP
apresenta as bandas caracteristicas da amida I e 11 em 1651 cm™ e 1533 cm® respectivamente,
sendo bem proximas aos valores encontrados para a enzima nativa. As similaridades desses

espectros indicam que a estrutura secundaria da HRP nativa foi mantida no TLA/HRP. Portanto
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0 TLA pode proporcionar uma boa plataforma para a imobilizacdo da enzima, sem que ocorra

desnaturacdo da biomolécula.

4.1.6 Deteccao de perdxido de hidrogénio usando o biosenssor Au/TLA/HRP

Apbs a otimizacdo das condi¢cBes experimentais para a construcdo do biossensor
AU/TLA/HRP, este foi avaliado em diferentes concentracdes do peroxido de hidrogénio,

conforme Figura 20.

Figura 20. (A) Cronoamperogramas do biossensor Au/TLA/HRP para variacdo da concentracdo do H,O, em
tampao PBS 0,1 mol L, em potencial fixo de -0,2 V e (B) Curva de corrente de redugéo em fungdo da concentragéo

de H,0; na faixa de concentrago de 1,1 a9,17x10“ mol L
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Fonte: A autora

O biossensor Au/TLA/HRP apresenta bom comportamento eletroquimico, sendo
sensivel com a variagéo de concentracdo de H202 no potencial de trabalho aplicado em -0,2 V.
No intervalo de concentracdo de 1,1 a 9,17x10™* mol L* obteve-se uma sensibilidade de 5,01
nA/mol L e coeficiente de correlagdo de 0,9996 para valores médios de intensidade de corrente
obtidos (Figura 18-B). A partir da curva de calibracdo da resposta amperomeétrica, foi possivel
determinar o limite de deteccdo (LD = 3.Sg/b) e os limites de quantificagio (LQ = 10.Sg/b) [,
Foi realizado um estudo de dez medidas do branco onde foi obtido um desvio-padréo (Sg) de
9,12 u e b é o valor do coeficiente angular da curva analitica. Nestas condi¢des, o limite de
deteccdo do H,0- foi estimado em 5,46 pmol L™ e o de quantificacdo foi de 18,0 umol L. O
valor de limite de deteccdo obtido para este eletrodo esta de acordo com os obtidos na literatura,

conforme Tabela 2.
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Tabela 2. Comparagédo dos diferentes eletrodos utilizando a enzima HRP para detecgdo do H,0O;

Eletrodo Modificagéo Faixa linear LD (umol L) Ref
Ouro MWCNTCOOH/Pan/HRP 0,086 — 10,0 mmol L™ 86,0 [81]
Ouro Acido tiolactico/HRP 0,1 -1,0 mmol L 5,46 Este

trabalho
Ouro PAMAM-G4/cistamina/ 0,01-2,5mmol L? 2,0 [89]
AuNps/HRP
Ouro MUA-MCH/ Cyt c/ DNA/ Cyt c- 0,05 - 90,0 mmol L 27,3 [90]
HRP

MWCNTCOOH/PAN/HRP = nanotubos de carbono funcionalizados com grupos carboxilicos/polianilina; MUA-
MCH/ Cyt c¢/ DNA/ Cyt c-HRP = &cido 11-mercaptoundecandico e 6-mercapto-1-hexanol/citocromo
c/DNA/citocromo c-HRP.

Fonte: a autora

O valor do limite de deteccdo encontrado para o biossensor desenvolvido,
AU/TLA/HRP, é comparavel aos biossensores apresentados na Tabela 2, 0s quais apresentaram
bons limites de deteccdo. Contudo, ao comparar os valores proximos de LD entre o
AU/TLA/HRP com o biossensor a base do dendrimero PAMAM com AuNps descrito por Liu
et al ® verifica-se que a construcio do dispositivo PAMAM-G4/cistamina/AuNps/HRP
requer um numero maior de etapas em relacdo ao desenvolvido neste trabalho, além disso é
necessaria a presenca de AuNps para uma melhor resposta do mesmo. O Au/TLA/HRP torna-
se atraente, pois a facilidade de preparo é levada em conta quando o biossensor desenvolvido é
aplicado como dispositivo comercial, onde a fabricacdo requer rapidez no processo de
preparacdo. Além disso, a repetibilidade da medida para o biossensor foi testada para 0 mesmo
dispositivo a partir de cinco ensaios em dias diferentes mantendo-se a concentracdo fixa de 0,48
mmol L de H,0O2, obtendo desvio-padrio relativo (RSD) de 4,87 % Desta forma, o biossensor
apresentou boa repetibilidade, estabilidade e sensibilidade para a determinacdo do peroxido de

hidrogénio.
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4.2 Monocamadas auto-organizadas mistas de &acido tiolactico e acido 11-
mercaptoundecandico

4.2.1 Formacao das monocamadas auto-organizadas mistas de &cido tiolactico e &cido 11-
mercaptoundecandico (SAMmista)

Uma outra estratégia para confeccdo de biossensores € a formacdo das monocamadas
auto-organizadas mistas (SAMmista) contendo uma mistura definida de diferentes estruturas
moleculares. As SAMnmista S40 atraentes devido seu design, modelagem e controle das
propriedades da superficie do eletrodo % %1 o que proporciona a estabilidade e ancoramento
das biomoléculas.

As moléculas utilizadas nesse estudo apresentam estruturas de cadeia carbonica
distintas, mas ambas com os grupos terminais acidos carboxilicos. O grupo funcional
carboxilico favorece o carater hidrofilico para o sistema, portanto, ajuda a melhorar a sua
solubilidade e favorece a ligacdo de biomoléculas 2. O 4cido tiolactico apresenta apenas trés
atomos de carbono, sendo escolhido como molécula de cadeia curta e o acido 11-
mercaptoundecandico (MUA - HS(CH>)10COOH) foi utilizado como molécula de cadeia longa.
As SAMs formadas com o &cido tiol4ctico, sdo relativamente mais desordenadas, tornando mais
acessivel a superficie do eletrodo. Esse fato ocorre devido a pequena distancia entre a superficie
metalica e a monocamada. No entanto para moléculas de cadeia mais longa 3 como 0 MUA,
ocorre maior passivacdo dificultando o processo de transferéncia de elétrons. A insercdo da
molécula de cadeia curta (TLA) torna interessante neste estudo, pois facilita a transferéncia
eletronica na molécula de MUA que possui um comportamento isolante. Desta forma, espera-
se que o TLA possibilite 0 aumento da condutividade da SAMmista, enquanto o0 MUA confere a
estabilidade a monocamada e o posterior ancoramento do material biologico. Segundo Mendes
et al B a utilizacio de eletrodos de ouro modificados com cadeias curtas até 4 atomos de
carbono, a transferéncia de elétrons ocorre através da SAM, produzindo perfis voltamétricos
muito similares aos observados com o eletrodo de ouro sem modificacdo. No caso das cadeias
longas, tal como 0 MUA a transferéncia de elétrons é parcialmente blogueada, ndo apresentando
sinais faradaicos.

Uma vez que o comportamento eletroquimico dos adsorbatos séo diferentes, em geral,
as concentracGes de grupos funcionais terminais nas superficies SAMnmistas € as distribui¢des dos
dominios moleculares na escala nanométrica ndo dependem linearmente das proporcdes de
concentragio na solugdo mista 4. Assim, na formacao da SAMmista, a quantidade moléculas de
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TLA néo pode ser muito pequena, pois dificultaria a resisténcia de transferéncia eletrénica
imposta pelo MUA. Ao contrério, se a quantidade de moléculas de TLA for muito grande, o
comportamento eletroquimico da SAMnmista torna-se equivalente ao comportamento do eletrodo
AU/TLA.

Dessa forma como pretende-se obter uma SAMmista COM uma configuragdo que permita
a transferéncia de elétrons e possibilite 0 aumento da estabilidade da monocamada, optou-se
por trabalhar com concentracdos menores dos tiois quando comparado aos estudos anteriores.
Segundo relatos na literatura, para a formacdo das monocamadas binarias, normalmente
utilizam-se concentragdo das moléculas em torno de 1,0 mmol L ®. Dessa forma, para os
estudos realizados foram escolhidas as concentragdes de 1,0 mmol L para as SAM de TLA e
MUA, e para SAMmisia 1,0 mmol L de TLA e 0,25 mmol L de MUA.

O efeito da adsorcao de cada molécula na formacdo das monocamadas foi avaliado por
medidas eletroquimicas na presenca da molécula sonda [Fe(CN)e] “¥*, conforme Figura 21. Na
voltametria ciclica, os eletrodos modificados apresentaram correntes faradaicas mais baixas em
comparacdo com a superficie de ouro ndo modificada. Isto ocorre, devido a presenca de grupos
carboxilicos na monocamada os quais dificultam a transferéncia de elétrons da molécula sonda

para a superficie do eletrodo (Fig.21-A).

Figura 21. (A) Voltamogramas ciclicos do eletrodo de Au, das monocamadas isoladas (Au/TLA e Au/MUA 1,0
mmol L) e SAMnmista (obtida a partir de 1,0 mmol L de TLA e 0,25 mmol L de MUA). Eletrdlito suporte:
solugio de KCI 0,1 mol L contendo 5,0 mmol L* do par redox [Fe(CN)e]*“*e v= 50 mV s (B) Gréaficos de
Nyquist do eletrodo de ouro, Au/MUA, Au/TLA e Au/SAMmista em KCI 0,1 mol L contendo 0,05 mol L de

[Fe(CN)e]®, amplitude de pulso de 10 mV e faixa de frequéncia de 100 mHz a 10 kHz.
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Pode ser observado na Figura 21-A a presenga um par de picos (Epa=0,35V e Epc =
0,17V) semelhante ao eletrodo de ouro sem modificacdo (Epa = 0,31 V e Epc = 0,17 V),
entretanto com uma diminuicdo da corrente de pico. Esta diminuicdo estd relacionada ao
processo cinético de transferéncia de elétrons, indicando que o TLA foi imobilizado sobre a
superficie de ouro. Como a organizacao e orientagcdo das moléculas de cadeias longas sdo mais
demoradas, o eletrodo Au foi deixado imerso durante um periodo de 24 h na solugéo de tiol
MUA. Para o eletrodo Au/MUA, ndo foi possivel determinar os parametros eletroanaliticos
devido a falta de picos de oxidacdo e reducdo em todos os tempos de imersao estudados. Isto é
devido provavelmente ao elevado grau de empacotamento da monocamada de cadeia longa,
conferindo alto recobrimento superficial, dificultando a transferéncia de elétrons entre as
espécies [Fe(CN)s] e a superficie do metal 61, Para a SAMmista, quando h& mistura entre o
TLA e 0 MUA o voltamograma apresentou um deslocamento nos potenciais (Epa = 0,45 V e
Epc = -0,05 V), assim como uma diminuicdo da corrente de pico em comparagcdo com O
AU/TLA.

Estes resultados foram confirmados por espectroscopia de impedancia eletroquimica
(EIE) utilizando o par redox [Fe(CN)s]*’* como molécula sonda. A EIE é amplamente
utilizada para avaliar a integridade estrutural da monocamada e tambem para determinar a
resisténcia de transferéncia de elétrons das monocamadas 1. Na Figura 21-B observa-se que
0s espectros de impedancia dos eletrodos mostram duas regides distintas, o semicirculo
(frequéncias elevadas) corresponde o processo de transferéncia de elétrons, enquanto a linha
(frequéncias mais baixas) representa o processo de difuséo 8 %,

Como discutido anteriormente pelos dados VC, observou-se um perfil muito diferente
para 0 AuU/MUA em comparagdo com o Au/TLA e eletrodo de ouro sem modificacdo. A
monocamada mista apresentou novamente um perfil intermediario em relacdo as SAMSs
isoladas. Os valores de resisténcia de transferéncia de carga (Rct) obtidos com EIE para o
Au/MUA foram 46400,0 Q, Au/TLA 77,3 Q e para SAMmista 3300,0 Q. Isto indica que com 0
aumento do comprimento da cadeia de carbono do tiol adsorvida, a energia necessaria para 0s
elétrons tunelarem até & superficie metéalica aumenta drasticamente [1°°1,

A capacitancia pode ser obtida através da seguinte equacdo (Eq. 2). Para tanto, faz-se
uma extrapolagdo do semicirculo para o eixo real (Z’), enquanto a capacitancia ¢ obtida
relacionando-se a frequéncia no maximo do semicirculo com a resisténcia de transferéncia de
carga (Rct) (104,
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B 1
27 0 Ry

C Eq. 2

Sendo que C é a capacitancia (F), omax corresponde a frequéncia no ponto maximo (Hz)
do arco capacitivo e Rct € a resisténcia de transferéncia de carga. A capacitancia do filme SAM
representa a soma em série das capacitancias do filme e das duplas camadas nas interfaces
substrato/filme e filme/solucdo. Os valores obtidos para as monocamadas foram 0,067 uF para
0 MUA, 0,449 uF parao TLA e 0,161 pF para a SAMmista. POde ser constatado que os valores
de capacitancia aumentam enquanto os valores de resisténcia de transferéncia de carga dos
filmes SAMs diminuem. Esse fato indica que as SAMs formaram um filme protetor sobre a
superficie do ouro, dificultando o processo de transferéncia de carga na interface metal/meio.

Adicionalmente, os experimentos de EIE permitem avaliar a influéncia das SAMs sobre
a constante aparente de velocidade do par redox [Fe(CN)s]*-*. Considerando que a reagéo
eletroquimica esta em equilibrio e a concentragdo do oxidante e redutor sdo iguais, a constante

aparente de velocidade (Kapp) pode ser expressa como equagéo 3 102,

RT

Kapp =—25—= Eq.3
pp FZRCtC q

Sendo que C é a concentragdo (mol L) do complexo [Fe(CN)s] ¥, Rct é a resisténcia
de transferéncia de carga, R € a constante fisica dos gases, T € a temperatura e F é a constante
de Faraday. O eletrodo Au/SAMnmista (Kapp = 1,60 x 10° cm s?t) apresenta um valor
intermediario em comparag&o ao Au/TLA (Kapp = 6,88 x 10 cm s) e AUMUA (Kapp = 1.15 X
10 cm s1). O valor intermediario do eletrodo Au/SAMmista Na constante aparente de
velocidade é decorrente das propriedades sinérgicas que surgiram com a imobilizacdo do TLA
junto a monocamada de MUA sobre o eletrodo de ouro, o que possibilitou a diminui¢do da
resisténcia de transferéncia de carga comparada ao Au/MUA, acelerando a velocidade da reacdo
redox. Esse aumento no valor de kapp €std em concordancia com os experimentos de VC e EIE,
que mostraram que 0 SAMmista melhora a reversibilidade do processo redox em relagdo ao
eletrodo Au/MUA além de ocasionar uma diminuicdo no valor de Rct, indicando que a
transferéncia de elétrons ¢ facilitada no Au/SAMmista 0%,

O recobrimento da superficie pelas monocamadas foi determinado pelas medidas de
impedancia através da resisténcia de transferéncia de carga. Considerando que a corrente

faradaica do processo redox das espécies eletroativas ocorre somente sobre 0s sitios ativos
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existentes sobre o eletrodo modificado, pode-se estimar a taxa de recobrimento por meio da
equacgdo 1. O eletrodo com a maior cobertura de superficie foi 0 AUMUA © = 0,999, que tem
uma cobertura muito densa e homogénea, sendo assim sua kapp € menor em comparagao aos
outros eletrodos. Este comportamento esta de acordo com a literatura para monocamadas de
cadeia longa. O revestimento do eletrodo Au/TLA foi © = 0,580, enquanto 0 Au/SAMnmista © =
0,990 foi proximo ao eletrodo Au/MUA, praticamente cobrindo toda a superficie, confirmando
que as moléculas de cadeia longa, mesmo na menor concentracdo em comparacdo a TLA,
tornam a superficie mais ordenada e compacta. Assim, os resultados de voltametria ciclica e
espectroscopia de impedancia eletroquimica mostram que o comportamento eletroquimico do
AU/TLA e Au/MUA sédo extremamente distintos e que ao misturarmos ambos, obtém-se um

comportamento misto, indicando que ocorreu a co-adsor¢do dos tiois.

4.2.2 Dessorcdo redutiva das monocamadas auto-organizadsa de &cido tiolactico, acido 11-
mercaptoundecandico e mistura de ambos

Embora a montagem de alcanotidis sobre o Au é um processo espontaneo, a sua
estabilidade varia em diferentes faixas de potenciais eletroquimicos. Em potenciais muito
negativos ou positivos pode fazer com que os tidis sofram dessor¢do (redutiva ou oxidativa).
Os tidis sofrem dessor¢do redutiva quando potenciais mais negativos sdo aplicados em
eletrodos modificados. Os estudos do mecanismo deste processo sugerem que a dessorcao
ocorre primeiramente nas regides de defeitos das SAMSs para prosseguir para regiées com maior
organizacdo e empacotamento 1% O processo fisico-quimico de dessorcdo redutiva
eletroquimica pode ser descrito seguinte reacéo 1%

RS —Au,, +e —— RS, +Auy,  (dessorgdo)

O potencial na qual ocorre a dessorcao das SAMs depende de varios fatores, tal como o
tamanho da cadeia carb6nica, o grau de ordenamento e 0 nimero de interacdes intermoleculares
com o filme orgénico e a cristalinidade do substrato. Os eletrodos modificados com diferentes
SAMs apresentam potenciais de reducdo entre -0,6 e -1,4 V em solucdo aquosa em meio bésico.
Pela voltametria de pulso diferencial foi possivel caracterizar as diferentes SAMs, conforme

Figura 22.
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Figura 22. Voltamogramas de pulso diferencial das diferentes monocamadas em NaOH 0,5 mol L2, v =20
mvs,

MUA
TLA ~— ~——
SAM mista
-1,4 -1,2 -1,0 -0,8 -0,6

Fonte: a autora

Pela Figura 22, foi possivel caracterizar as monocamadas pela diferenca no potencial do
pico de reducdo. Quando a molécula adsorvente contém um pequeno nimero de metilas em sua
cadeia, as interacBes laterais ndo sdo suficientes para estabilizar a estrutura 1%l Como o
crescimento uniforme das monocamadas € dependente das interacBes intermoleculares, os
tamanhos das cadeias carbonicas desempenham um papel importante na formacao de estruturas
bem ordenadas. O TLA possui apenas um grupo metileno, logo, a interacdo lateral entre esses
grupos € fraca e ndo estabiliza tdo fortemente como uma molécula de cadeia longa. Esse fato
explica o pico de reducdo do TLA ocorrer em potenciais menos negativos (-0,89 V) devido
essas interacdes serem mais fracas quando comparada ao MUA. Como observado na literatura
as moléeculas contendo maior numero de grupos metilenos, as interacGes entre as cadeias laterais
s&0 mais intensas, conferindo maior estabilidade a monocamada formada 971,

Na Figura 22, a dessor¢cdo da monocamada do eletrodo Au/MUA confirma a
modificacdo do ouro, o qual apresenta um intenso pico de reducdo em -1,15V. Esta molécula
contém um namero maior de metilas, portanto as interacdes laterais entre suas moléculas séo
mais intensas, logo seu pico de reducdo ocorre em potenciais mais negativos, pois maior € a
energia para sua dessorcéo redutiva.

Para a SAMnmista, fOi Observado que o voltamograma de dessorcdo apresenta um perfil

misto dos picos de reducdo em relacdo as duas moléculas (TLA e MUA). Para esta modificacéo
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foi possivel verificar um alargamento do pico de redugdo caracteristico do MUA e um leve
deslocamento do Ep para potencias menos negativos (-1,13 V), assim como um deslocamento
do pico de reducéo caracteristico da molécula de TLA de -0,89 para -0,99 V. Isso ocorre devido
a interacdo entre o tiol de cadeia curta com o de cadeia longa, o que comprova a formagdo da
SAMnista SObre a superficie do eletrodo de ouro. No entanto, para analisarmos com maiores
detalhes a formagdo da monocamada mista, faz-se necessario um estudo mais detalhado da

composicdo dessa superficie pelas técnicas de voltametria ciclica e EIE.

4.2.3 Influéncia da concentragéo dos tidis na formagdo da monocamada mista

A obtencdo da SAM mista pela co-adsor¢do dos tidis normalmente produz
monocamadas com componentes misturados homogeneamente 1%, Para tanto, exige atencéo
a alguns fatores importantes, tal como a concentragdo dos tiois precursores em solucdo. Neste
estudo verificou-se como a concentracdo de cada tiol influencia no comportamento da
transferéncia eletrbnica da espécie redox. Dessa forma, foram avaliadas cinco diferentes
configuracOes para o eletrodo de Au-SAMnista, Sendo obtidas pela imerséo do eletrodo de ouro
em uma solucdo etanolica contendo MUA juntamente com TLA variando-se as concentracdes
de ambos entre 0,25 a 1 mmol L. Estudos experimentais demonstram que a velocidade de
transferéncia de elétrons pode ser sensivelmente afetada em funcdo da modificacdo da
superficie dos eletrodos %1 sendo relacionada com base no grau de interacdo entre o
modificador e a superficie do eletrodo. Na Figura 23-A, estdo apresentados o comportamento
voltamétrico desses eletrodos. A fim de confirmar esse comportamento, foram realizados

também estudos de espectroscopia de impedancia eletroquimica (Figura 23-B).
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Figura 23. (A) Voltamogramas ciclicos das monocamadas mistas obtidas em diferentes concentragdes dos tiois
(0,25 a 1,0 mmol L™%). Eletrolito suporte: solugio KCI 0,1 mol L contendo 0,5 mol L™ do par redox
[Fe(CN)s]®, v =50 mV s. (B) Graficos de Nyquist dos eletrodos Au/(MUA:TLA) nas diferentes proporcdes,
em solucdo de KCI 0,1 mol L™ contendo 0,5 mol L de Fe(CN)g* ", amplitude de pulso de 10 mV e faixa de
frequéncia de 10 kHz a 100 mHz.
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Fonte: a autora

De acordo com as Figuras 23-A e 23-B a molecula de cadeia longa (MUA) como
esperado exerce um efeito isolante para a superficie eletrddica, principalmente quando sua
concentragdo é de 1,0 mmol L, mesmo na presenca da molécula de cadeia curta. Somente
quando a concentracdo de MUA é diminuida, como no caso das seguintes propor¢es (0,5:1,0
e 0,25:1,0 MUA:TLA), o comportamento eletroquimico tende a se aproximar do perfil do TLA.
Quando a concentracdo de MUA permanece constante e aumenta-se a de TLA a corrente de
pico aumenta e a resisténcia de transferéncia de carga diminui, pois a molécula de cadeia curta
facilita a transferéncia eletronica. No intuito de verificar a eficiéncia da SAM mista como
plataforma para imobilizagdo de enzima, utilizou a proporcéo de 0,25 mmol L de MUA para

1,0 mmol L TLA nos estudos posteriores.

4.2.4 Imobilizagédo da enzima HRP sobre a SAMnmista

As monocamadas mistas de &cidos carboxilicos foram utilizadas para a imobilizacao da
enzima horseradish peroxidase (HRP). As moléculas de cadeia carbbnica longa (MUA)
favorecem o ancoramento da enzima enquanto as moléculas de cadeias curtas (TLA) auxiliam
no processo de transferéncia eletronica. Atraves de estudos anteriores, foi comprovado
experimentalmente que o método da ligagdo covalente, no qual a reagao dos grupos terminais

carboxilicos da SAM com os ligantes EDC/NHS favorece uma imobilizacdo mais estavel da
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enzima, assim optou-se por este método para a obtengdo do biossensor. Para uma prévia
constatacdo da imobilizacdo da HRP na superficie eletrddica da SAMmista, €studos de VC e EIS

foram realizados (Figura 24), para acompanhar o processo de formacéo do biossensor.

Figura 24. Caracterizacdo por (A) voltametria ciclica e (B) espectroscopia de impedéancia eletroquimica para o
eletrodo AUMUA:TLA e Au/MUA:TLA/HRP, na presenca de 5 mmol L™ de Fe(CN)s** em KCI 0,1 mol L
(pH =6,5).
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Fonte: a autora

Com a imobilizagdo da enzima HRP sobre a SAMmista, ObServa-se que ocorre alteragdes
significativas no comportamento eletroquimico do biossensor na presenca da molécula
Fe(CN)s*"*. Os parametros eletroquimicos obtidos experimentalmente pelas duas técnicas

estdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3. Parametros eletroquimicos dos diferentes eletrodos na presenca da molécula sonda

Superficie Ip (LA) Rct ()
AU/MUA:TLA(0,25:1,0) 50,87 3.308,0
AU/MUA:TLA(0,25:1,0)/HRP - 260.547,2

Fonte: a autora

Pode ser observado que ap6s a imobilizacdo da enzima na monocamada mista,
Au/(MUA:TLA)/HRP, houve um aumentou significativo na resisténcia de transferéncia de
carga (Rct), sendo esta alteracdo no sinal de impedancia relacionada com a automontagem da
monocamada e imobilizacdo da biomolécula. A incorporacdo de HRP no filme de SAMmista fOI
confirmada pelos dois métodos, voltametria ciclica e espectroscopia de impedancia
eletroquimica. Comportamento similar foi descrito no trabalho de Song et al ! que pela EIE
moléculas

diferentes (11-mercaptoundecandico-6-
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mercaptohexanol/DNA/citrocromoC/HRP) foram imobilizadas com sucesso na superficie do
eletrodo de Au, sendo acompanhada pelo aumento da Rct devido a inibi¢do da transferéncia de
eletronica.

Medidas amperométricas foram utilizadas para verificar o comportamento do
biossensor Au/(MUA:TLA)/HRP na presenga do H>O,. O potencial aplicado tem uma
influéncia importante sobre a resposta biossensor porque a sensibilidade e seletividade do
sistema dependem em parte do potencial aplicado. O efeito do potencial aplicado na resposta

do biossensor enzimatico foi medido de 0,0 a -0,4 V, conforme Figura 25.

Figura 25. Curvas de intensidade de corrente em fungdo da concentracdo de H,O, para o biossensor
Au/MUA:TLA/HRP, obtidas por cronoamperometria em diferentes potenciais aplicados, em tampéo PBS, pH 6,5.
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Fonte: a autora

Pode ser observado a partir da Figura 25 que a sensibilidade do biossensor aumenta com
0 aumento do potencial aplicado (potenciais mais negativos). Quando o biossensor foi analisado
nos potenciais de -0,1 e 0,0 V, observou que os valores de intensidade de corrente em relacéo
a concentracdo de H20. ndo foram lineares (-0,1 V, R = 0,987; 0,0 V, R = 0,974). No entanto,
nos potenciais aplicados entre -0,4 e -0,2 V, 0 biossensores apresentaram comportamento
amperométrico linear (-0,4 V, R =0,993; -0,3V, R =0,995; -0,2 V, R = 0,996). Também nestes
potenciais, pequenas mudancas na resposta da corrente foram observadas, portanto o potencial
de -0,2 V foi selecionado para os estudos posteriores. O que justifica a escolha deste é que em
valores de potenciais muito negativos, as moléculas de enzima podem ser inativadas, pois a

estabilidade operacional do biossensor HRP é afetada pela polarizacéo de potencial 1291,
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A eficiéncia da imobilizacéo da enzima HRP sobre a SAMmista foi avaliada por medidas
amperomeétricas na presenga do H>O2, como mostra a Figura 26. A sensibilidade do eletrodo
AU/MUA:TLA/HRP para o substrato enziméatico (H202) foi maior comparado ao eletrodo
somente com o filme MUA:TLA, indicando que os grupos carboxilicos favorecem a

imobilizagdo da enzima HRP mantendo sua atividade enzimatica e eficiéncia.

Figura 26. Comparacao da resposta amperomeétrica do Au/MUA:TLA(0,25:1,0) e Au/MUA:TLA(0,25:1,0)/HRP
em diferentes concentragdes de H,O, na faixa de 0,45 a 0,95 mmol L em Tampdo PBS 0,1 mol L, pH 6,5 ¢

potencial aplicado de -0,2 V.
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Fonte: a autora

Segundo reportado na literatura [*, a taxa de reac&o catalitica ndo depende somente da
enzima imobilizada, mas também da difuséo entre o substrato e a matriz. Portanto, um estudo
amperometrico foi proposto para avaliar a influéncia das concentragdes das monocamadas para
a formacdo do biossensor Au/(MUA:TLA)/HRP que fornece uma imobilizagcdo mais eficiente

da enzima.

4.2.5 Monocamadas auto-organizadas mistas utilizadas como biossensores

Com a finalidade de verificar a eficiéncia do processo de formagdo do biossensor
enzimatico foram avaliadas as cinco diferentes configuragcdes das monocamadas mistas (obtidas

com diferentes propor¢es de tiois), no intuito de verificar qual delas fornece um ambiente mais
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favoravel para a imobilizacdo da enzima horseradish peroxidase (HRP) sem prejudicar a sua

atividade catalitica. Pela cronoamperometria avaliou-se 0 comportamento eletroquimico destes

diferentes biossensores na presenca de H2O> (Figura 27).

Figura 27. Relacdo da intensidade de corrente em relacdo & concentracdo do H.O, dos diferentes tipos de

monocamadas mistas na faixa de concentragdo de 1,1 a 9,17x10* mol L. Potencial aplicado -0,2 V, eletrélito

suporte tampdo PBS 0,1 mol L%, pH 6,5.
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De acordo com os graficos da Figura 27 observa-se que a sensibilidade do eletrodo

Au/MUA:TLA/HRP obtida para incorporagdo da enzima HRP ligada covalentemente sobre a

monocamada mista preparada na propor¢io 0,5 MUA:1,0 TLA ¢ mais alta (2,38 pA mmol L)

em comparagdo as outras modificagcdes. A Tabela 4 apresenta os valores de sensibilidade das

diferentes SAMs mistas.

Tabela 4. Caracteristicas dos biossensores obtidas com os diferentes eletrodos de SAM mistas.

Bbiossensor Sensibilidade Coeficiente de correlacéo (R)
AU/MUA:TLA(0,25:1,0%)/HRP 1,92 A mol L? 0,997
AU/MUA:TLA(0,5:1,0%)/HRP 2,38 uA mol L 0,996
AU/MUA:TLA(1,0:1,0%)/HRP 1,30 A mol L? 0,999
Au/MUA:TLA(1,0:0,5%)/HRP 1,48 pA mol L? 0,991
Au/MUA:TLA(1,0:0,25%)/HRP 0,91 uA mol L1 0,998

*mmol L' — concentracdes das solugdes para a formacdo das monocamadas

Fonte: a autora
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A SAM mista obtida com MUA na concentragio 1,0 mmol L™ apresentou as menores
sensibilidades, pois a barreira imposta pelo comprimento da cadeia carbonica exige uma energia
maior para que ocorra a transferéncia eletronica, e consequentemente a corrente diminui. No
entanto, quando a proporg¢ao entre as monocamadas sao iguais Au/(MUA:TLA(1,0:1,0))/HRP
verifica-se que a sensibilidade do biossensor diminui para 1,30 pA mol L'!, enquanto que para
o eletrodo Au/(MUA:TLA(1,0:0,5))/HRP a sensibilidade foi de 1,48 pA mol L. Para a
Au/(MUA:TLA(1,0:1,0))/HRP, esperava-se uma maior resposta de corrente, pois a
concentracdo de TLA deveria favorecer a transferéncia eletronica. Uma possivel explicagao
para este comportamento ¢ que apesar do aumento da concentracdo da solugdo de TLA, a
quantidade de moléculas MUA adsorvidas provavelmente mantem-se a mesma para a
propor¢cao MUA/TLA(1,0:0,5) e desta forma ndo hé variacdo na quantidade de moléculas de
TLA adsorvidas. Portanto escolheu-se a propor¢io MUA 0,5 mmol L' e TLA 1,0 mmol L
para dar continuidade aos estudos, pois esta apresentou maior sensibilidade. A monocamada
Au/(MUA/TLA(0,5:1,0))/HRP sera a partir de agora designada Au/SAMupista/ HRP.

O comportamento eletroquimico do biossensor Au/SAMunists HRP foi comparado aos
biossensores obtidos com as monocamadas isoladas (Au/TLA/HRP ¢ Au/MUA/HRP) pela

cronoamperometria na presenca do H>O», conforme mostrado na Figura 28.

Figura 28. Dependéncia da intensidade de corrente em relagéo & concentragdo do H.O, dos diferentes biossensore
AU/TLA/HRP, AUMUA/HRP e Au/SAMnmiss/HRP na faixa estudada de concentragdo de 1,1 a 9,17x10 mol L.,
Potencial aplicado -0,2 V, eletrélito suporte tampdo PBS 0,1 mol L, pH 6,5.
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Fonte: a autora
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Segundo a Figura 28, verifica-se que os trés biossensores apresentaram aumento linear
da corrente de redugdo em funcao da concentragdo do H>O». Os valores de sensibilidades destes

diferentes biossensores estao apresentados na Tabela 5:

Tabela 5. Comparagéo de sensibilidade entre os biossensores Au/TLA/HRP, Au/MUA/HRP e Au/SAMpista/HRP.

Biossensor Sensibilidade Coeficiente de correlacéo (R)
AU/TLA/HRP 5,01 uA mol L! 0,9996
AU/ MUA/HRP 1,22 yA mol L? 0,9954
AU/MUA:TLA(0,5:1,0%)/HRP 2,38 JA mol L 0,9960

*mmol L' — concentracdes das solugdes para a formacio das monocamadas

Fonte: a autora

O Dbiossensor Au/SAMnmis/HRP apresenta uma menor sensibilidade quando
comparado ao biossensor contendo somente a molécula de TLA. No entanto, em estudos
anteriores, verificou-se que a estabilidade do biosensor Au/TLA/HRP ¢ baixa
(aproximadamente 6 dias) o que compromete a sua utilizacdo por um longo periodo de tempo.
Esta baixa estabilidade esté relacionada ao fato do recobrimento da superficie dar-se com uma
molécula de cadeia curta TLA, o que ocasiona menor organizacdo da enzima devido & baixa
compatibilidade geométrica ). Portanto, a fim de aumentar a estabilidade optou-se por
trabalhar com a molécula de MUA. O biossensor construido somente com o0 MUA, proporciona
uma inibi¢do na resposta da enzima, isto ¢ a cadeia longa dificulta o processo de elétrons do
substrato H,O», apresentando menor sensibilidade. A mistura dessas duas moléculas MUA/TLA
na formagdo do Au/SAMmist/ HRP apresenta uma sensibilidade intermedidria comparada aos
biossensores obtidos com as monocamadas isoladas. A proposta da SAM mista (MUA/TLA) ¢
proporcionar um maior ancoramento da enzima pela molécula de MUA, enquanto as moléculas
de TLA auxiliam no processo de transferéncia eletronica. Portanto, podemos comprovar que a
plataforma MUA/TLA se comporta como um bom transdutor, pois facilita a transferéncia
eletronica quando comparada somente com o0 MUA e aumenta o tempo de vida do dispositivo,

segundo Figura 29.
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Figura 29. Estudo do tempo de vida dos biossensores Au/TLA/HRP e Au/SAMnista/HRP em tampdo PBS 0,1

mol L pH 6,5 na presenca do H,O, 0,4 mmol L2,

Fonte: a autora
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Conforme Figura 29, verificamos que apesar dos sistema SAMmist/ HRP apresentar

menores valores de corrente de redu¢cdo comparado ao TLA/HRP, a utilizagdo desta plataforma

confere maior nimero de determinagdes, sem alteragdo significativa nos valores de corrente.

Para o eletrodo Au/SAMnmists/HRP, calculou-se a constante aparente de Michaelis-

Menten (K;,””), com base na curva analitica representada na Figura 30.

Figura 30. (A) Curva de adicéo de padrdo obtida para a determinac¢éo de H>O, em meio de solugdo tampéo PBS

0,1 mol L, pH 6,5 na faixa de 5,83x10° a 1,26x10° mol L? para o biossensor Au/SAMmisa/HRP. Potencial

aplicado = -0,2 V vs Ag/AgCI. (B) Gréfico de Duplo reciproco ou Lineweaver and Burk, obtido para o biossensor,
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Fonte: a autora
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O valor da constante de K,'? fornece informagdes relativas a cinética enzimatica,
podendo indicar a atividade bioldgica das biomoléculas imobilizadas na superficie do eletrodo

e a afinidade com o substrato, sendo obtida a partir da equagio 4 de Lineweaver-Burk [*2:

11k
[T

SS max max " H,0,

Eq. 4

Sendo que, Iss é a corrente de estado estacionario, apos a adicdo do substrato, Imax € a
corrente maxima obtida ap06s a saturacdo do substrato e C € a concentracdo de perdxido de
hidrogénio na solucdo 8. Utilizando a equacdo, obtida a partir do gréafico da Figura 30-B, o
valor do K3/'¥ para o biossensor foi de 0,40 mmol L. Em geral, quanto menor o valor de K7,
maior sera a afinidade da enzima pelo substrato. Esse resultado foi mais baixo do que os
relatados na literatura: 7,0 mmol L para um biossensor composto de nanotubos de parede
simples e de quitosana para a imobilizacdo de HRP 31, 2.6 mmol L para o biocompdsito de
Au/grafeno/HRP/quitosana sobre eletrodo de carbono vitreo ™ e 1,1 mmol L* para
cisteina/AuNps/HRP sobre silica sol-gel %1, O valor de K}, obtido neste trabalho mostra que
a imobilizacdo da HRP sobre a SAMmista mantém sua atividade biocatalitica e que o eletrodo
modificado cria uma superficie mais favoravel para a interagdo com o H>O». Assim, o eletrodo

obtido neste trabalho apresenta uma superficie favoravel para a ligacdo da enzima HRP.

4.2.6 Detecgao da Hidroquinona utilizando o biossensor Au/SAMnmista/ HRP

O composto fendlico hidroquinona (HQ, 1,4-dihidroxibenzeno) ¢ amplamente aplicado
como componente dos reveladores fotograficos, inibidor de reacdes de polimerizagéo de acido
acrilico, antioxidantes para borracha, antioxidante de alimentos e em medicina é usada no
clareamento de pele. Entdo, existe amplamente em efluentes industriais, como os residuos de
refinarias de petrleo, plastico, couro, borracha e indstrias farmacéuticas 116 1171 E relatado
na literatura % que a HQ pode causar danos & satide e contaminagdo ambiental, devido a sua
genotoxicidade, carcinogenicidade e efeito cinético toxico para 0s seres humanos e também
seus efeitos toxicos no ambiente. Dentro deste contexto, é importante dispor de metodologias
de baixo custo para deteccdo e quantificacdo dos diversos tipos de fendis, com rapidez,

seletividade e sensibilidade, caracteristicas encontradas nos biossensores 18, Sendo assim
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utilizou o biossensor Au/SAMnmiso/HRP para deteccdo da hidroquinona pelos métodos
eletroanaliticos.

A resposta dos biossensores a base da enzima peroxidase para compostos fendlicos é
baseado em funcdo da contribuicdo do H2O, e dos compostos fendlicos, que sdo doadores de
elétrons M. A fim de elucidar o mecanismo para a determinagio de HQ, os experimentos
foram realizados tanto na presenca quanto na auséncia da enzima HRP e também do H20..
Segundo a Figura 31, pode ser observado que ao imobilizar a enzima sobre a monocamada
mista ocorre aumento nas correntes de pico da hidroquinona (HQ), em relagdo a SAMmista. A0
adicionar o peroxido de hidrogénio, h4 um aumento significativo na resposta do biossensor na

reducdo da hidroquinona.

Figura 31. Voltamogramas ciclicos obtidos utilizando os eletrodos (--) SAMmista, (--) SAMnisto/HRP € (--)
SAMmisyHRP na presenca do H,0,. Solugdo Tampéo PBS 0,1 mol L pH 6,5 na presenca de 300 umol L de
hidroquinona.
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Fonte: a autora

A resposta do biossensor contendo peroxidase para deteccdo do composto fendlico é
baseado no mecanismo de deslocamento duplo. A enzima imobilizada sobre a SAMmista €
oxidada pelo H,O> formando o Composto | que compreende um centro oxoferril Fe (IV) e um
cation radical porfirinico. Neste primeiro passo de reducdo € necessario a participacdo da
hidroquinona, que atua com agente doador de elétrons, gerando o Composto Il, que contém
espécies oxoferril Fe (V). Por fim, um elétron doado por outra molécula de HQ faz com que a

enzima retorne ao seu estado nativo (Fe*®). Segundo este mecanismo, os compostos fendlicos
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oxidados podem ser reduzidos eletroquimicamente na superficie do eletrodo. A corrente de
reducdo, portanto, € proporcional a concentracdo do hidroquinona na solucao.

Como o peroxido de hidrogénio auxilia no processo de oxidagdo dos compostos fenolicos,
o0 efeito da concentracdo deste na resposta da HQ foi investigado por voltametria de pulso
diferencial (VPD), segundo Figura 32.

Figura 32. (A) Voltamogramas de pulso diferencial obtidos com o biossensor SAMmista/HRP na presenca da HQ
(concentragdo fixa de 1,2x10* mol L) variando a concentragdo de H,O; na faixa de de 3x10° a 3,2x10 mol L.

(B) Dependéncia da corrente de pico da HQ em funcéo da concentracdo do H20.
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Fonte: a autora

Como pode ser observado na Figura 32, a medida que a concentracdo de H20, aumenta,
ocorre um aumento na corrente do biossensor até a concentragdo em 0,3 mmol L2, a partir do
qual houve um decréscimo na corrente provavelmente devido a saturacdo da enzima. De acordo
com os resultados obtidos, pode-se concluir que o H>O- atua como mediador de elétrons da HQ
no desempenho do sensor, até a concentragdo de H20, em 0,3 mmol L. Assim, optou-se pela
utilizacdo desta concentracdo para estudos posteriores, uma vez que esta proporciona maior
valor de corrente de reducéo.

A fim de verificar a eficiéncia do biossensor na deteccdo de HQ pela técnica
voltamétrica de pulso diferencial, foram obtidas curvas analiticas somente para o eletrodo
SAMmista € SAMmista/ HRP na presencga de H-O>. A partir das curvas analiticas (Figura 33), pode-
se observar que para estas configuracdes de eletrodo houve um aumento linear na corrente de

pico em funcdo do aumento da concentracdo de HQ.
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Figura 33. (A) Voltamogramas de pulso diferencial dos eletrodos Au/SAMnmista € Au/SAMmists/HRP na presenca
de 0,29 mmol L* de HQ. (B) Curva analitica para HQ para os eletrodos na faixa de 3,0 a 29,1x10° mol L™ na

presenca de 0,3 mmol L' de H,0,.
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Fonte: a autora

No entanto, como mostrado na Figura 33-A, a maior resposta de corrente para a reducéo
da hidroguinona foi observada para o eletrodo Au/SAMmista/HRP. A superficie do eletrodo
Au/SAMnista quando modificado com a enzima HRP apresenta um aumento no sinal analitico
do pico catdédico uma vez que as moléculas das monocamadas (TLA e MUA) conferem um
ambiente favoravel a imobilizacdo da enzima HRP. Pelas curvas analiticas obtidas (Fig. 33-B)
verificou que a sensibilidade do eletrodo de Au/SAMmisa/HRP (1889,80 A mol L) foi muito
maior do que a do eletrodo Au/SAMnmista (290,53 A mol L?). Além disso, para o eletrodo
Au/SAMnista cOm 0 aumento da concentragdo da HQ néo foi observado o aumento significativo

na corrente.

4.2.7 Efeito da velocidade de varredura na presenca da Hidroquinona

Com a finalidade de evidenciar o tipo de transporte de massa envolvido no processo de
reducdo da HQ, foi realizado um estudo da velocidade de varredura (na faixa de 20 a 100 mVs
b, utilizando a técnica de VVC. Este comportamento voltamétrico da HQ (0,29 mmol L?) foi

realizado como o biossensor Au/SAMnmists/ HRP na presenca de H>O., conforme Figura 34.
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Figura 34. Voltamogramas ciclicos do biossensor Au/SAMmista/HRP em diferentes velocidades de varredura
em solugdo PBS 0,1 mol L na presenca de 0,29 mmol L de HQ e 0,3 mmol L H,0;
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Fonte: a autora

Segundo os dados obtidos na analise dos voltamogramas ciclicos (Figura 34), & medida
que a velocidade de varredura aumenta, ha um aumento tanto na corrente de pico anddica
guanto na catddica da HQ e também um pequeno deslocamento do potencial de pico catédico
em torno de 30 mV para valores mais negativos. A Figura 35 mostra a variagdo da corrente de

pico catddica Ipc como funcédo da velocidade de varredura (v) e raiz quadrada da velocidade de

varredura (v?).

Figura 35. (A) Dependéncia Ipc com a velocidade de varredura, v (B) Dependéncia Ipc com a raiz quadrada da
velocidade de varredura, v do Au/SAMnmis/HRP na presenca de 0,3 mmol L de H,O; e 0,29 mmol L de HQ
em tampdo PBS 0,1 mol L no pH 6,5
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A relacdo entre a Ipc e a velocidade de varredura é descrita pela equacao
Ipc (UA) = -0,009 — 0,847 v (mV s™), com R = 0,967. Ja para a raiz quadrada da velocidade:
Ipc (MA) = -0,367 - 0,137 v (mV s}), com R = 0,995. Devido a linearidade apresentada pelos
dois processos, nao é tdo evidente o tipo de transporte de massa apresentado por esse biossensor.
Portanto para determinar o0 mecanismo, a relacdo entre o duplo reciproco da Ipc e a v foi

aplicada, conforme Figura 36.

Figura 36. Dependéncia linear de log Ipc vs log v para o biosensor Au/SAMista/HRP.
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Fonte: a autora

A relacédo do duplo logaritmo entre corrente de pico catodica (Ipc) versus v foi adotada
para compreender a natureza do processo (difusional ou adsortivo) de reducao da HQ, com base

nas seguintes equacdes simplificadas [:

e Para o processo controlado por difusdo (Ipc vs v ?):

log(lpc) = constante + Y2log (v)

dlog(Ipc) -05

coef.angular = Blog(v)
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e Para o processo controlado por adsorcéo (Ipc vs v):
log(Ipc) = constante + log (V)

dlog(Ipc) =10

coef.angular = Flog(v)

Por meio da regresséo linear de log Ipc vs log v, obteve-se um coeficiente de correlagao,
R =0,997 sendo a equacgéo daretay = -0,488 + 0,363x. Com este resultado obtido, coef. angular
= 0,363, (resultado menor que 0,5) podemos afirmar que o processo de transporte de massa para
a reducdo da hidroquinona é controlado por difusdo das espécies até a superficie do eletrodo o

que possibilita sua aplicacdo como %9,

4.2.8 Estudo da repetitividade e estabilidade da medida do biossensor

A repetitividade do biossensor Au/SAMnmista/HRP foi realizada a partir de uma série de
10 medidas (n=10) em solucdes diferentes (utilizando o mesmo eletrodo) contendo
concentracgdo de HQ 0,29 mmol L™t em meio de tampdo PBS pela voltametria ciclica, onde o
RSD foi de 0,99%, conforme Figura 37-A:

Figura 37. Voltamogramas ciclicos do Au/SAMmisa/HRP na presenga de HQ 0,29 mmol Lt em tamp&o PBS 0,1
mol L em pH 6,5, velocidade de varredura 50 mV s. (A) Repetitividade da medida (B) Estabilidade da medida.
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Fonte: a autora

A estabilidade da medida do biossensor foi avaliada apds 100 ciclos consecutivos pela
voltametria ciclica na presenga de HQ 0,29 mmol L™ em meio de tamp&o PBS. Observa-se na

Figura 37-B um leve decaimento da corrente de pico catodica em torno de 14% onde o RSD foi
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de 4,35%. Tais resultados indicam que este biossensor pode ser aplicado na detecgédo

quantitativa de compostos fendlicos.

4.2.9 Curva analitica obtida pela técnica de voltametria de pulso diferencial para o
Biossensor Au/SAMmista/ HRP

Comprovada a eficiente imobilizacdo da HRP sobre a monocamada mista, bem como
estabilidade e repetitividade das medidas voltamétricas foram obtidas curvas analiticas para a
hidroguinona. Para a determinacdo analitica da HQ utilizou a técnica de voltametria de pulso
diferencial monitorando o sinal de corrente de pico de reducgéo do eletrodo Au/SAMnmista/ HRP
em diferentes concentragdes de hidroquinona no intervalo de 6,0 a 29,0 umol L™ na presenca

de peroxido de hidrogénio. Os resultados obtidos estdo apresentados na Figura 38:

Figura 38. (A) Voltamogramas de pulso diferencial obtidos usando o0 Au/SAMnmiss/HRP em solucdo
PBS 0,1 mol L™ na presenca de H,0, 0,3 mmol L* em diferentes concentragdes de solugio de hidroquinona na
faixa de 6,0 a 29,0 pmol L* utilizando os parametros otimizados: Epulso = 0,05 V, velocidade de varredura =
0,05 V s, e tempo de pulso = 0,05 s. (B) Curva analitica da HQ.
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Fonte: a autora

Nas condic¢des otimizadas, a curva analitica obtida foi linear na faixa de concentracéo
de 6,0 a 29,0 umol L* de hidroquinona e a equacgdo correspondente foi de -Al = - 0,00861 +
2387,53 [HQ]; (r = 0,994), onde -Al ¢ a corrente de pico resultante e [HQ] € a concentracéo da
hidroquinona em pmol L. O desvio padrdo dos brancos foi estimado em SB = 0,001. Estes
dados foram utilizados para calcular o limite de deteccdo 8 do biossensor, os quais foram LD

=1,26 pmol L e o limite de quantificacéo 8 LQ = 4,23 pmol L. O valor de LD apresentado
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por este biossensor, foi comparado com outros sensores e biossensores descritos na literatura,

como mostra a Tabela 6.

Tabela 6. Comparacdo com outros diferentes eletrodos modificados para determinacao de HQ.

. Faixa linear LD
Eletrodo Modificagéo Ref.
(umol L) (umol LY)
Silicio Hexacianoferrato de cobre/platina 10,0 - 100,0 2,20 [120]
Acido 3-mercapto-1-
Ouro propanosulfonico e LBL de Con A e 6,0—-72,0 2,00 [121]
HRP
Este
Ouro SAMpisa-HRP 6,0 - 29,0 1,26
trabalho
Carbono vitreo nanocristais de CusS e quitosana 4,5-450,0 1,50 [116]
Carbono vitreo Polivinilferroceno/polipirrol e HRP 1,6 - 15,0 0,60 [110]

Con A: concanavalina A.

Fonte: a autora

O tempo de vida util do biossensor foi investigada mantendo em geladeira a 4 °© C em
solugdo de PBS (0,1 mol L%, pH 6,5). O biossensor foi estavel durante pelo menos 8 dias, sem
mudanca na resposta voltamétrica da redugdo da HQ, ocorreu decréscimo do sinal em 10% num
periodo de 15 dias. Esta boa estabilidade possibilita a utilizacdo deste dispositivo para
determinacdo do analito HQ sem prejuizo a resposta eletroquimica.
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5 CONCLUSAO

Neste trabalho, foi estudado o comportamento das monocamadas auto-organizadas
sobre a superficie do eletrodo de ouro para a obtencdo de biossensores. O desempenho do
biossensor baseado na enzima HRP, imobilizada sobre a monocamada auto-organizada do tiol
acido tiolactico, mostrou-se eficiente para a determinacdo de perdxido de hidrogénio. A
monocamada proporcionou um ambiente favoravel para a imobilizacdo da enzima. Este
biossensor Au/TLA/HRP apresentou boa sensibilidade na faixa de concentracdo de 0,1 a 1,0
mmol L, LD = 5,46 umol L, LQ = 18 umol L%, repetitividade e estabilidade por um periodo
de 6 dias. Como estratégia para aumentar a estabilidade deste biossensor utilizou a molécula de
MUA juntamente com o TLA, para a formagéo das SAMmista (MUA:TLA). Na configuragdo da
SAMmista @ molécula de TLA possibilita 0 aumento da condutividade, enquanto o MUA apesar
de bloquear parcialmente a superficie, ele confere a estabilidade a monocamada, para a
imobilizacdo da enzima HRP. A mudanca nas concentracdo das moléculas, altera a velocidade
de transferéncia eletrénica, pois quando varia a concentracdo de uma das moléculas observou-
se que a superficie eletrédica muda drasticamente seu perfil O biossensor AU/MUA:TLA/HRP
na proporgdo 0,5:1,0 mmol L? apresentou a melhor sensibilidade em comparacéo as outras
modificagcbes. A SAMnmista aumentou a estabilidade para 15 dias, sendo este mais robusto
guando comparado ao biossensor somente com o TLA. Esses bons resultados obtidos com o
biossensor Au/SAMmistyHRP podem estar relacionado as interagdes mais eficientes entre as
duas moléculas (MUA:TLA) com a enzima HRP, o que proporcionou ganho no tempo de uso
do dispositivo proposto.

Adicionalmente este biossensor Au/SAMnista/HRP foi aplicado na determinagdo da
hidroquinona (HQ) na presenca de uma quantidade fixa 0,3 mmol L™ de H,0O2 na solugéo. Pela
técnica VPD o biossensor exibiu uma excelente atividade eletrocatalitica para HQ na faixa de
6,0 2 29,0 umol L%, com boa sensibilidade, LD = 1,26 pmol L e 0 LQ = 4,23 umol L. Assim,
uma nova plataforma nanoestruturada foi desenvolvida, tendo em vista 0S processos
eletroquimicos em SAMs mistas e sistemas contendo materiais bioldgicos, conferindo um
ambiente propicio para imobilizacdo de enzimas. Desta forma, tal sistema ser utilizado como

plataforma para possiveis novos biossensores.
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CAPITULO 2

SINTESE E CARACTERIZACAO DE NANOPARTICULAS DE OURO
INCORPORADAS AO POLIMERO INORGANICO CLORETO DE
3-N-PROPILPIRIDINIO SILSESQUIOXANO (Au-SiPy*Cl) PARA CONSTRUCAO
DE BIOSSENSORES ENZIMATICOS

82



1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 Nanoparticulas metalicas

A aplicacdo de nanomateriais em varios campos da ciéncia e tecnologia tem sido
extensivamente desenvolvida devido as propriedades tinicas desses materiais 22, As vantagens
da utilizacdo de materias nanoestruturados vdo além da possibilidade de miniaturizacdo dos
componentes, sendo a principal motivacdo para o desenvolvimento desses nanomaterias
relacionada as alteragdes nas propriedades eletrdnicas, 6ticas e mecanicas 1231241,

As nanoparticulas sdo um tipo de nanomaterial, no qual devido a diminuicdo de
tamanho podem apresentar propriedades fisico-quimicas totalmente diferentes dos materiais em
proporcdes maiores. Essas propriedades fisico-quimicas despertam interesse, devido a melhora
na catalise, grande area superficial, boa biocompatibilidade, sendo utilizados na construcao de
sensores e biossensores eletroquimicos 1?1, A utilizagdo do nanomaterial para a fabricacio
desses dispositivos proporciona melhora nas respostas eletroquimicas para diversos compostos
importantes quando comparadas ao eletrodo convencional. Por exemplo, nanoparticulas
metéalicas, podem ser usadas para promover a transferéncia de elétrons entre as proteinas e 0s
eletrodos (261, Em particular, nanoparticulas de ouro tém sido amplamente utilizadas como uma
matriz imobilizadora para manter a atividade biolégica de macromoléculas, como as proteinas,
as enzimas e anticorpos 2" 1281 ¢ 3 promogc&o da transferéncia eletronica direta das proteinas
imobilizadas.

As propriedades fisicas e quimicas das nanoparticulas estao diretamente relacionadas
com suas composi¢des, tamanhos e caracteristicas estruturais de superficie e, portanto, a
sintese, caracterizacdo e aplicacfes de nanoestruturas sdo aspectos criticos do campo de
nanomateriais (2%,

As nanoparticulas sdo termodinamicamente instaveis, por apresentarem uma elevada
area superficial [**°l. Logo, as nanoparticulas atraem-se mutuamente, favorecendo a formagcéo
de aglomerados de forma a tentar minimizar sua energia, diminuindo sua area superficial. Para
gue as nanoparticulas se mantenham estaveis e dispersas em uma suspensdo é essencial a
presenca de uma molécula estabilizante, que evite a aglomeracdo, seja por repulsao eletrostatica
ou por impedimento estérico. Desta forma, os dois mecanismos basicos de estabilizacdo de

dispersdes coloidais estdo esquematizados na Figura 39.
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Figura 39. Mecanismos béasicos de estabilizacdo de dispersdes coloidais:

eletrostatica.

(A) impedimento estérico e (B)
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Fonte: adaptado da fonte www.olharnano.com 34

Na Figura 39-A, as nanoparticulas sdo estabilizadas estericamente, revestindo-as
superficialmente com uma camada protetora de outro material (polimero, proteina ou
dendrimero), conhecida como passivadora. Dessa forma, cria-se uma barreira mecéanica que
impede a aproximagdo. Uma classe utilizada para a estabilizacdo de nanoparticulas € o
dendrimero PAMAM, a qual possui cavidades intramoleculares, que possibilita seu uso como
nanoreator %2, Qutra classe utilizada, ainda relacionado a estabilizacdo das nanoparticulas
(Nps) metalicas, vem sendo a dos tidis de cadeia longa, onde ha a possibilidade de variar o
grupo funcional terminal tornando a superficie do passivante hidrofébica ou hidrofilica 1331,

Na estabilizacdo eletrostatica Fig. 39-B, utiliza-se um composto com carga que
geralmente fica adsorvido sobre a superficie das nanoparticulas, conferindo-lhes potencial
eletrostatico %, Um exemplo deste tipo de estabilizacdo, foi mostrada no trabalho
desenvolvido por Farren-Dai et al % o qual utilizou o liquido idnico cloreto de
benzildimetiltetradecilamonio para estabilizar nanoparticulas de ouro (AuNps) via interacdes
eletrostaticas.

Um efeito combinado é obtido por meio da utilizacdo de polieletrdlitos que estabilizam
tanto por um mecanismo estéreo quanto eletrostatico %6, Silva et al **" utilizaram o polimero
cloreto de 3-n-propil-4-picolina silsesquioxano para a sintese de nanoparticulas de ouro.
Segundo os autores, como o silsesquioxano apresenta capacidade de adsorver complexos
metalicos anidnicos tais como os ions AuClys, este possibilita que as AuNps sejam obtidas de
forma bem dispersa com um tamanho médio de particula de 4,5 nm.

Vérias estratégias sintéticas, adotando métodos fisicos (bulk down) e métodos quimicos
(bottom up) tem sido reportados para a preparacdo de nanoparticulas metélicas (38 1301401 ym

exemplo de método fisico, foi descrito por Reed et al ! para a sintese de nanoparticulas de
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ouro utilizando um banho ultrassonico. A taxa de redugdo do HAuCls em uma solugédo aquosa
contendo apenas uma pequena quantidade de polietileno glicol foi controlada na presenca de
irradiacdo de ultrassom (200 kHz), permitindo que os tamanhos das nanoparticulas formadas
fossem controlados usando parametros tais como a temperatura da solucgdo, a intensidade da
irradiacdo de ultrassom, e o posicionamento do reator.

Dentre 0s métodos quimicos, 0 mais comum e atrativo é pela reducdo quimica de sais
de metais de transicdo na presenca de agentes de estabilizacdo. Esses estabilizantes podem ser
polimeros 14?1 surfactantes 143 1441 tigis 151 entre outros, os quais geram col6ides metélicos
de valéncia zero em meios aquosos ou organicos. O material é crescido com controle atomo a
atomo, ou molécula a molécula, baseado na reducdo de sal metélico, onde este sal é reduzido
pela adicdo de um agente redutor que conduz a nucleacdo dos ions metalicos as nanoparticulas.
Um agente passivante ou surfactante, tipicamente carregado, deve ser adicionado para se ligar
a superficie das nanoparticulas e garantir a estabilidade da solucdo coloidal através da repulsdo
entre as nanoparticulas €1, Como no trabalho descrito por Faria et al 471, no qual a sintese de
nanoparticulas de prata foi estabilizada por um biossurfactante de baixo custo produzido por
Pseudomonas aeruginosa cultivadas em microemulsao agua/oleo (2,5% de 6leo vegetal e 2,5%
de licor de infusdo de milho e agua destilada). As particulas foram inicialmente sintetizadas
utilizando o NaBH4 como agente redutor nas micelas do biossurfactante e foram extraidas da
solugé@o micelar para dispersar em heptano.

Em outra rota, o acido citrico pode ser utilizado como agente redutor do sal metalico,
acionando o processo de nucleacéo e se ligando a superficie as nanoparticulas promovendo a
estabilizacdo do sistema coloidal através da repulsdo das cargas negativas. Nesse caso o agente
redutor também desempenha o papel passivante, como descrito no trabalho de Mikhlin et al
[148lem que a reducdo do tetracloroaurato ocorre por ions citrato em solucio aquosa produzindo
as nanoparticulas de ouro. Esse método baseado na reducéo e estabilizagcdo das nanoparticulas
pelo ion citrato foi desenvolvido por Turkevitch et al %1, sendo considerado um dos principais
métodos descritos na literatura para a sintese de nanoparticulas de ouro.

No trabalho de Bonggotgetsakul et al *5%, o efeito do agente redutor foi avaliado no
preparo de nanoparticulas de ouro através de uma membrana polimérica de inclusdo (P1M)
consistindo de Aliquat 336, 1-dodecanol e PVC. O AuCly4 foi extraido da membrana através de
troca ibnica, o qual foi subsequentemente reduzido por acido L-ascorbico, tri-citrato de sodio,
NaBHs ou EDTA (acido etilenodiamino tetraacético) para formar AuNPs. Os estudos

envolvendo estes quatros agentes redutores indicaram que o tamanho, a forma e localizacao das
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AuNPs dentro da membrana dependiam do tipo de agente redutor. A descoberta mais
significativa relatada pelos autores € que o EDTA, quando usado como o agente de reducéo,
leva a formacdo de uma monocamada de AuNPs concentrada sobre a superficie da membrana,
sem levar a formacdo de nanoparticulas no interior da membrana. Possivelmente devido a
natureza hidrofébica do PIM e a consequente falta de quantidade de agua, a qual deve ser

suficiente para que ocorre a reducdo do ion metalico.

1.2 Aplicagdo de nanoparticulas metélicas como sensores e biossensores

A fabricac&o de eletrodos modificados com nanoparticulas metalicas tem sido o foco de
atencdo na eletroanalise devido a facilidade do transporte de massa, catélise, alta area
superficial e também melhora a biocompatibilidade 5. Na maioria dos trabalhos relatados
nesta area utiliza metais como ouro, prata, platina. No entanto, o ferro, o niquel e o cobre
também sdo analisados, assim como alguns exemplos de outros metais, tais como o iridio,
ruténio, zirconia, cobalto, cromo e de paladio 152 153 1541

Nanoparticulas magnéticas sdo geralmente consideradas biologicamente e
quimicamente inertes, sendo destaque na utilizacdo de sensores/biossensores [, As
investigacOes das MNPs tem atraido atencdo devido as suas propriedades distintas, como efeito
em pequena escala, de superficie e boas propriedades de biocompatibilidade [°. Por exemplo,
podemos destacar o estudo desenvolvido por Rawal et al ™51 que desenvolveram
nanoparticulas de FesO4 recobertas por uma camada de Au, designadas como FezOs@Au, para
a obtencdo de um biossensor para sulfito. A vantagem desse sistema é a possibilidade do
desenvolvimento de sistemas que possam combinar propriedades dpticas e magnéticas, e ainda
o0 recobrimento das nanoparticulas de ferro pelo AuNps que protege 0 mesmo contra a oxidagdo
sem reduzir suas propriedades magnéticas, além de auxiliar a estabilizacdo. O eletrodo proposto
foi empregado para a medida dos teores de sulfito em vinhos tintos e brancos. O biossensor
apresentou um bom desempenho analitico, um tempo de resposta curto (2s), baixo limite de
deteccdo 0,15 umol L%, maior estabilidade de armazenamento (120 dias), maior faixa linear
(0,5-1000 pmol L) e nenhuma interferéncia significativa de outras espécies quando
comparado a outros biossensores.

Outro destaque na aplicacdo de dispositivos eletronicos consiste na utilizacdo de
nanoparticulas de metais nobres. As razfes sdo as seguintes: as Nps de metais nobres tem boa
performance elétrica e biocompatibilidade que resulta na aplicacdo potencial em bioeletrdnica;
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possuem propriedades cataliticas Unicas, podendo catalisar uma ampla gama de reagdes
organicas %, Um dos metais nobres, que tem sido destaque na literatura é o paladio **°, o
qual pode catalisar muitas reacdes quimicas, assim Han et al *5% sintetizaram nanoparticulas
de paladio (PdNps) para utilizar na reducao do H20,. As PdNps ndo foram simplesmente usadas
para ampliar a area de superficie e promover a transferéncia de elétrons, elas atuaram como
substitutas da enzima HRP para a catalise do H202. Além disso, através da co-imobilizacéo da
glucose-oxidase (GOx) desenvolveu-se um biossensor sensivel e seletivo da glicose.

Recentes avangos com as nanoparticulas de metais nobres tém permitido o
desenvolvimento de métodos de deteccdo altamente sensiveis e seletivos que sdo previstos para
superar algumas limitacées de procedimentos de deteccio convencionais 61, Neste contexto,
as nanoparticulas de prata (AgNps) tem sido consideradas promissoras para o desenvolvimento
de biossensores, como no trabalho descrito por Evtugyn et al 2, Neste trabalho, o biossensor
de acetilcolinesterase (AChE) foi desenvolvido utilizando nanoparticulas Ag estabilizadas com
ligante macrociclico tiacalix[4]arenos o qual foi utilizado com sucesso para a detecgdo seletiva
de pesticidas organofosforados e carbamatos. O eletrodo modificado com as AgNps apresentou
a propriedade de eletrocatalisar a oxidacao destas especies, diminuindo o potencial de trabalho
do biossensor de 350 para 50 mV.

Embora diversos tipos de nanoparticulas tenham sido relatadas na construgdo de
biossensores eletroquimicos, destaca-se o uso de nanoparticulas de ouro devido a sua habilidade
de promover uma estavel imobilizacdo de biomoléculas ™31 permitindo um melhor
desempenho analitico em relacdo aos demais metais.

As nanoparticulas de ouro, atualmente, sdo uma das mais utilizadas, por apresentarem
alta estabilidade e também por ndo possuirem a tendéncia a formar éxidos como a grande
maioria dos outros elementos metalicos. A importancia da utilizacdo das AuNps é destacada
por uma ampla gama de aplicacbes em areas como sistemas controlados de liberacdo de
farmacos 164 181 dispositivos eletronicos e pticos 6], diagndsticos médicos 281, catalise [*67],
sensores, e biossensores. Em particular, as propriedades fisico-quimicas das AuNps tornam
estas atraentes e apropriadas para a modificacéo de eletrodos convencionais, tornando possivel
o desenvolvimento de novos materiais eletrodicos. As propriedades Opticas, elétricas e
eletroquimicas das AuNps podem ser utilizadas para intensificar o sinal detectado.

Segundo relatos de Caschera et al (%8 ao alterar as dimensbes e/ou a forma das
nanoparticulas variando a concentracdo do HAuUCI, e da polivinilpirrolidona, o comportamento

da interface eletroquimica se altera. Portanto a fim de desenvolver sensores seletivos para
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diferentes neutransmissores, 0s autores alteraram a dimensao e a forma da AuNps modificadas
sobre o eletrodo de carbono vitreo, o que tornou-se possivel detectar cada molécula bioldgica
(dopamina, acido cafeico, catecol, acido Urico, epinefrina e serotonina).

As AuNps tem capacidade para promover um ambiente favoravel a imobilizacdo de
biomoléculas garantindo estabilidade e mantendo suas atividades biologicas. Como no
biossensor de tirosinase relatado por trabalho descrito Sanz et al 6%, baseado na imobilizag&o
da enzima sobre nanoparticulas de ouro eletrodepositadas no eletrodo de carbono vitreo. A
enzima imobilizada por ligagdo cruzada com glutaraldeido mantém uma alta bioatividade sobre
este material de eletrddico. Esta é apontada como uma das principais vantagens das AuNps para
a preparacéo e aplicagdo em biossensores 7%, Venditti et al 721, utilizaram uma metodologia
simples e versatil para obter dois diferentes sistemas bioconjugados desenvolvidos a partir da
imobilizacdo da lipase de Candida rugosa sobre nanoparticulas de ouro funcionalizadas com
cloridrato de 2-dietilaminoetanotiol e também com 3-mercapto-1- propanossulfonato de sodio.
Segundo os autores uma significativa quantidade de enzima fica imobilizada sobre as AuNps,
aumentando sua atividade, além de conferir estabilidade na faixa de pH de 5,0 a 8,0 e no
intervalo de temperatura de 20 a 60°C. Estes requisitos proporcionam perspectivas para
utilizagGes industriais destes sistemas biocataliticas.

Com o avango da nanotecnologia, as SAMs foram utilizadas no desenvolvimento de
eletrodos modificados com nanomateriais. Esta jungdo possibilita estender as caracteristicas de
monocamada tanto na forma bidimensional plana como para superficies tridimensionais 72, A
mais importante aplicacdo da SAM neste campo € na sintese de nanoparticulas metéalicas, na
qual as SAMs sdo utilizadas para estabilizar as nanoparticulas. Um exemplo da modificacdo de
AuNDps estabilizadas pela SAM e imobilizacdo enzimatica é descrita por Chico et al *”], Neste
trabalho, a enzima HRP foi imobilizada sobre as AuNps estabilizadas com a SAM cisteamina,
as quais foram incorporadas no eletrodo de ouro sobre alginato de sodio por interacdes
eletrostaticas. O eletrodo foi utilizado para a construgdo de um biossensor amperométrico para
0 H20,. Este apresentou resposta linear (-400 mV vs Ag/AgCl) entre 20 umolL? e 13,7
mmol L™t em pH 7,0. O biossensor atingiu 95% do estado estacionario em cerca de 15 s, e sua
sensibilidade foi de 40,1 mA/mol Llcm™. O limite de deteccdo do eletrodo enzimatico foi
determinado como 3 pmol L.

Outra aplicacdo da SAM é conectar nanoparticulas com substratos, na qual a SAM atua
como molécula de ligacdo entre o substrato eletrodico e as nanoparticulas metalicas. Como um

exemplo desta aplicacdo, podemos relatar o trabalho de Rajesh et al [l no qual as AuNps
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foram imobilizadas sobre o eletrodo de ITO pela monocamada de 3-aminopropiltrietoxisilano.
Apos a imobilizacdo das AuNps, um SAM mista de MUA e acido 3-mercaptopropidnico foi
formada sobre as mesmas para imobilizacdo da proteina mioglobulina.

Zhang et al imobilizaram biomoléculas sobre uma SAM formada tridimensionalmente
sobre NPs [7°1, Neste estudo, a imobilizacio da glicose oxidase (GOx) foi através da SAM de
cistamina formada sobre nanoparticulas de ouro estabilizadas na rede tridimensional de silica
em um eletrodo de ouro. As monocamadas de cistamina tém sido amplamente utilizadas para a
ligacdo covalente da enzima glicose oxidase. A reagdo entre o0 grupo aldeido da enzima e o
grupo amina da SAM prossegue facilmente em condigbes moderadas sem contaminagéo
significativa e desativa¢do da enzima. A enzima imobilizada na superficie do eletrodo exibiu
excelentes atividades cataliticas para a oxidacdo de glicose quando o mediador de elétrons
ferroceno metanol estava presente. Este sensor apresentou uma resposta amperomeétrica rapida
(3 s) para a oxidacdo eletrocatalitica de glicose, e a corrente catalitica foi proporcional a
concentragdo de glicose até 6 pmol L' com uma elevada sensibilidade de
8,3 pA/mmol L™ cm™. O limite de deteccio do sensor foi estimado em 23 pmol L. Além disso,

0 sensor apresentou boa reprodutibilidade, e permaneceu estavel durante 60 dias.
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2 OBJETIVO GERAL

Investigar as potencialidades do cloreto de 3-n-propilpiridinio silsesquioxano

(SiPy*CI) como agente estabilizante na sintese das nanoparticulas metalicas de ouro. Ap6s a

dispersdo coloidal formada, pretende-se fabricar um sensor utilizando a técnica de

monocamadas auto-organizadas (SAM). Estes eletrodos serdo aplicados no desenvolvimento

de biossensores a partir da imobilizacdo de enzimas (horseradish peroxidase - HRP), os quais

serdo utilizados em metodologias analiticas simples e de baixo custo, com o proposito de

determinar o composto fendlico (catecol), utilizando técnicas voltamétricas e amperométricas.

2.1 Objetivos especificos.

v

v

Sintese e caracterizagdo de nanoparticulas de ouro incorporadas a matriz de SiPy*Cl:
Otimizacao das condi¢des de sintese.

Os filmes de Au-SiPy"Cl formados serdo explorados na obtengdo de filmes SAM sobre
o eletrodo de carbono vitreo (ECV). A formacdo de SAM de 4cido tiolactico sera
realizada sobre AuNps-SiPy'Cl para posterior obtengio de biossensores.

Avaliar o comportamento dos biossensores ECV/AuNps-SiPy CI/TLA/HRP para a
determinacdo do peroxido de hidrogénio.

Estudar o comportamento do eletrodo ECV/AuNps-SiPy ClI/TLA/HRP na
determinagdo do composto fendlico — catecol por técnicas voltamétricas de analise tais

como a voltametria ciclica e de pulso diferencial
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3 METODOLOGIA

3.1 Sintese das nanoparticulas

Na sintese de nanoparticulas, o cloreto de 3-n-propilpiridinio silsesquioxano (SiPy*CI")
foi utilizado como agente estabilizador para a formagéo de AuNps obtidas pela reducdo dos
fons Au®* a partir do cloreto de ouro (I11) trihidratado HAuUCl4, com borohidreto de sodio -
NaBHs4, conforme Figura 40. As concentracdes de HAuCls utilizadas foram de 0,1 a 5
mmol L1, mantendo-se fixas as concentracdes de NaBH4 10 mmol L e SiPy*Cl-3 g L%, Para
a formacao das AuNps, primeiramente misturou 10 mL de solugdo HAuClse 10 mL de SiPy*CI
em um recipiente com agitacdo magnética sob banho de gelo. Ap6s gotejou-se lentamente 10
mL de NaBHs sobre esta mistura com o auxilio de uma pipeta. A mistura final foi deixada

durante 6 horas em agitacdo magnética sob banho de gelo para a formacao da disperséo coloidal.

Figura 40. Representacdo esquematica da estabilizacdo das AuNPs no polimero SiPy*CI-.
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3.2 Caracterizacao pela Espectroscopia de UV-Vis

Os espectros de UV-Vis foram obtidos em solu¢do aquosa utilizando-se cubetas de
quartzo de caminho éptico medindo 1 cm. O equipamento utilizado para obtencao dos espectros
foi um espectrofotémetro Varian — Cary 50. As medidas foram realizadas de 300 a 700 nm de

comprimento de onda no modo absorbancia.
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3.3 Espalhamento de luz dindmico (DLYS)

O espalhamento dindmico a luz (DLS — Dynamic Light Scattering) foi utilizado para
medir o tamanho médio das nanoparticulas sintetizadas. A andlise foi realizada em equipamento
da marca Malvern Instruments, Zetasiezer Nano Serie, modelo Nano-ZS90, empregando-se
uma cubeta de plastico e diluindo-se as dispersdes de AuNps-SiPy*Cl- em meio aquoso na
proporcao 1:50 V/V.

3.4 Potencial Zeta

A medida do potencial zeta foi utilizada para medir a carga superficial das
nanoparticulas, através da velocidade da particula sob um campo elétrico. As medidas foram
realizadas em célula capilar com diluicdo das dispersdes de AuNps-SiPy"Cl em meio aquoso
na proporcdo 1:50 V/V, utilizando-se o aparelho Malvern Instruments, Zetasiezer Nano Serie,
modelo Nano-ZS90.

3.5 Microscopia eletronica de transmisséo (TEM)

Para verificar o tamanho e a distribuicdo das nanoparticulas foi realizado anélise de
TEM. As imagens foram obtidas em microscopico eletrénico de transmissdo, JEOL JEM
1200EX I1, operando numa tensdo de 120 kV. Para a analise a amostra de AuNps-SiPy*CI" foi
depositada em tela de cobre recoberta com filme de carbono. A anélise foi realizada no Centro
de Microscopia Eletrénica (CME) da Universidade Federal do Parana (UFPR).

3.6 Espectroscopia na regido do Infravermelho

A espectroscopia de FTIR foi utilizada para o estudo da interacdo quimica entre as
nanoparticulas de ouro e o estabilizante SiPy*CI". Utilizou o equipamento FT-IR Spectrometer
Frontier - Perkin Elmer, na regido entre 500 a 4000 cm™, sendo acumuladas 64 varreduras.
Realizou-se a analise do AuNps-SiPy*Cl" e SiPy"Cl em pastilhas de KBr.
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3.7 Microscopia Eletronica de varredura por emissdo de campo (MEV/FEG)

A caracterizacao morfoldgica da formacéo do biossensor foi acompanhada a cada etapa
de modificacéo, utilizando um microscopio eletronico de varredura de emissdo de campo FEG-
SEM, modelo MIRA 3 LMH.

3.8 Preparo e caraterizacdo do eletrodo ECV/AuNps/TLA/HRP

Primeiramente, a superficie do eletrodo de carbono vitreo (ECV) foi pré-tratada em lixa
4000p e 2000u. Apos realizou-se o polimento do eletrodo em alumina 0,5 um, seguida de
lavagem e sonificacdo em agua destilada e etanol por 5 min. Uma aliquota de 3 uL da disperséo
AuNps-SiPy*ClI" foi entdo gotejada sobre a superficie do ECV. Em seguida, apds a secagem da
superficie em estufa (55 a 60°C), mergulhou-se o eletrodo ECV/AuNps na solucio contendo o
TLA 10 mmol L por um periodo de 180 minutos. Na etapa de imobilizacio da enzima HRP
sobre o eletrodo ECV/AuNps/TLA seguiu-se as condicdes pré-estabelecidas, conforme
discutido no Capitulo 1 desta tese.

As medidas de voltametria ciclica para caracterizagdo das AuNps-SiPy*Cl" sobre 0 ECV
foi realizada na faixa de potencial entre 0,2 a 1,6 V a 50 mV s em solugido H2SO4 0,5

mol L. A espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIE) foi utilizada para a observagio
do comportamento eletroquimico das diferentes configuracbes de eletrodos (ECV,
ECV/AuNps, ECV/AuNps/TLA e ECV/AuNps/TLA/HRP) na presenca da molécula sonda de
Fe(CN)s™*/Fe(CN)s30,5 mol Lt em solugdo PBS 0,1 mol L e em solugdo de KCI 0,1 mol Lt
pH 6,5. Na EIE foi aplicado ao eletrodo de trabalho uma onda senoidal com amplitude de 10

mV utilizando potencial de circuito aberto na faixa de frequéncia de 10 KHz a 100 mHz.

3.9 Estudo da potencialidade do eletrodo ECV/AuNps/TLA/HRP como sensor
eletroquimico

Para os estudos do comportamento eletroquimico dos eletrodos obtidos ECV,
ECV/AuNps, ECV/AuUNps/TLA e ECV/AuNps/TLA/HRP foram registrados voltamogramas
ciclicos na faixa de -0,6 a 0,6 V em solugdo PBS 0,1 mol L pH 6,5 contendo H:0:
0,2 mmol L™t a 50 mV s™. Também foi utilizada a técnica de voltametria de pulso diferencial
para os diferentes sensores em solucdo PBS 0,1 mol L, v = 25 mV s na presenca de H20;

0,3 mmol L 1. Antes de todas as medidas foi necessario desaerar o eletrélito, durante 10 min
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em fluxo de nitrogénio para retirar o Oz dissolvido na solucdo. Para a aplicagéo do biossensor
para deteccdo do catecol (CT) utilizou-se as técnicas de voltametria ciclica e pulso diferencial.
Nas medidas para deteccao do catecol avaliou o efeito da concentracdo de H20; na faixa de 10
a 50
umol Lt Apés analisou o comportamento do biossensor para CT na faixa de concentragdo de
entre 6,0 a 46,0 umol L.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Sintese e caracterizacdo das Nanoparticulas de Ouro

Neste trabalho, as nanoparticulas de ouro foram produzidas pelo método de redugéo do
cloreto de ouro (I11) trihidratado (HAUCI4) pelo borohidreto de sodio (NaBH4). O NaBHs é um
forte agente redutor e a sua adicdo em excesso auxilia na estabilizacdo da dispersdo das
nanoparticulas 176, Mesmo assim, as AuNps sdo instaveis apos a reducdo e podem formar
aglomerados. Portanto, foi utilizado um agente estabilizante, o polimero inorganico/organico
cloreto de 3-n-propilpiridinio silsesquioxano (SiPy*CIl") para manter as AuNps afastadas e
assim conservar suas propriedades. Segundo a literatura, este funciona como um suporte para a
formagc&o das nanoparticulas de ouro 71 e também de platina *"8]. No trabalho de Santos et al
[178] ¢ descrito a sintese de nanoparticulas de platina (PtNPs) obtidas via redugio quimica dos
fons Pt (IV) a partir &cido cloroplatinico (H2PtCle) utilizando acido férmico como agente
redutor, obtendo nanoparticulas de 3 a 40 nm.

Ao final da sintese, as dispersdes obtidas apresentaram uma coloracdo avermelhada
indicando a provavel formacdo da AuNps-SiPy*Cl~. Foram obtidos os espectros de absorcédo
relativos as solugdes dos precursores de SiPy*Cl e solugdo HAUCI4, bem como do complexo

AuNps-SiPy*Cl formado, conforme Figura 41.

Figura 41. Espectros eletronicos de UV-Vis da solugdo de SiPy*Cl, HAuUCI, e dispersdo coloidal de AuNps-
SiPy*CI
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O espectro de absorcdo do silsesquioxano SiPy*Cl™ apresenta uma banda em 298 nm
referente as transi¢des m — 7* dos grupos piridinios. A reducdo dos fons Au®* a partir do
complexo metélico AuCls pode ser acompanhada pelo decréscimo da banda em 300 nm
referente a absorcdo da banda de transferéncia de carga metal-ligante e o aparecimento de uma
banda bem definida em 521 nm caracteristica de nanoparticulas de ouro. A forte banda de
absorcdo em 521 nm é atribuida as bandas plasmons de superficie "1, que sdo oscilagbes de
elétrons livres no metal que se unem com o campo eletromagnético. Segundo relatos na
literatura 1%, as nanoparticulas de ouro com dimensdes entre 2 e 10 nm, apresentam intensa
coloragdo vermelha, devido a transi¢Oes entre as bandas eletronicas que acomodam os elétrons
superficiais (bandas de plasmons superficiais). No entanto, em tamanhos maiores as
nanoparticulas passam a exibir uma violeta, fato relacionado ao aumento na densidade de
estados eletronicos e consequente diminuicdo da energia de transicdo entre as bandas. As
nanoparticulas de ouro que apresentam maximos de absor¢do em 517, 520, 521, 533 e 575 nm,
apresentam diametro médio iguais a 9, 15, 22, 48 e 99 nm, respectivamente, em meio aquoso
(179, De acordo com estes resultados, as AuNps-SiPy*Cl- preparadas podem apresentar didmetro
médio de aproximadamente 20 nm.

Como alternativa para melhorar as propriedades fisicas e quimicas da disperséo coloidal
AuNPs-SiPy*Cl- avaliou-se o efeito da concentracdo do HAUCl: na formacdo das
nanoparticulas. Estudos preliminares demonstraram que as melhores condicdes para formacéo
de nanoparticulas de ouro estaveis, com boa reprodutibilidade e com pequeno didmetro sdo
obtidas quando se utilizam 10,0 mmol L do redutor e 3,0 g L do SiPy*CI". Para isso, fixou-
se a concentragédo do redutor e estabilizante e variou-se a concentragdo do HAuClsentre 0,1 a
5,0 mmol L%, no intuito de obter uma suspenséo estavel e com boa uniformidade de tamanho.
Medidas de UV-Vis foram obtidas de forma a avaliar a obtencdo destas dispersdes coloidais

conforme Figura 42.
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Figura 42. Espectros eletronicos de UV-Vis das dispersdes coloidais de AuNps-SiPy*Cl em diferentes

concentragdes do HAuClsentre 0,1 a 5,0 mmol L
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Fonte: a autora

Conforme Fig. 42, fica evidente que o0 aumento da concentracdo de HAuCl, favorece a
formacédo das AuNps-SiPy*Cl" sendo acompanhadas pelo aumento de absorbancia da banda
plasmon em 521 nm. O acompanhamento dessas sinteses foi realizado utilizando-se as técnicas
de Espalhamento de luz dindmico (DLS) e Potencial Zeta.

Em geral, o DLS é aplicado na caracterizacdo de particulas, emulsdes e moléculas que
foram dispersas ou dissolvidas em um liquido. O movimento browniano das particulas ou
moléculas em suspensdo faz com que a luz laser seja espalhada com intensidades diferentes. A
analise dessas flutuacGes de intensidade resulta na velocidade do movimento browniano e
assim, o tamanho de particula 8%, A Figura 44 ilustra as distribui¢des de tamanho de particulas

para as sinteses realizadas utilizando-se diferentes concentracdes de HAuUCly.

97



Figura 43. DLS das dispersdes coloidais de AuNps-SiPy*Cl- em diferentes concentracdes
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Fonte: a autora

Conforme a Figura 43, pode-se concluir que o aumento da concentragcdo do precursor
HAuCI4 favorece a homogeneidade na distribuicdo do tamanho das nanoparticulas. O tamanho

médio das nanoparticulas e a intensidade dos picos estdo informados na Tabela 7.

Tabela 7. Tamanho e intensidade dos picos das diferentes sinteses AuNps-SiPy*ClI

HAUCI,4 Tamanho (nm) % Intensidade
0,1 mmol L Pico 1 206,4 59,6
Pico 2 29,92 8,22
1,0 mmol L? Pico 1 15,68 64,2
Pico 2 125,84 35,8
5,0 mmol L Pico 1 18,86 100

Ao analisar os resultados obtidos (Tabela 7), percebe-se que quando se prepara o hibrido
com concentragéo de 0,1 e 1,0 mmol L* de HAuCI4 ocorre o aparecimento de dois picos, 0s

quais podem ser atribuidos a formacao de agregados. No entanto quando a concentracdo de
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HAUCI4 aumenta para 5,0 mmol L?, as nanoparticulas de ouro ficam bem mais distribuidas
havendo apenas a formacdo de um pico. Em relacdo ao tamanho das particulas, pode-se estimar
gue em média a maioria das AuNps apresenta diametro entre 2 a 30 nm, tendo o maximo de
intensidade em aproximadamente 18 nm. Na literatura, as AuNps utilizando silsesquioxanos
sdo relatadas com tamanhos proximos aos obtidos neste estudo, com tamanho médio de 4,5 nm
estabilizadas no cloreto de 3-n-propil-4-picolina silsesquioxano ¥71 e 5,5 nm estabilizadas no
cloreto de 1,4-diazoniabiciclo[2,2,2]octano (81, Essas também apresentam tamanhos proximos
com os relatados utilizando diferentes estabilizantes: 44 nm estabilizadas com eugenol (2-
metoxi-4-alilfenol) 282l e 25 nm estabilizadas com 4-aminotiofenol (831,

A anélise da estabilidade das nanoparticulas foi realizada pelo Potencial zeta. A maioria
dos materiais quando em contato com um liquido adquirem uma carga elétrica superficial. O
potencial zeta () pode ser considerado o potencial eletrostatico gerado pela acumulacao de ions
na superficie de um material. E aplicado para determinac&o de carga de superficie de particulas
(841 como nanoparticulas metalicas, enzimas e lipossomos.

Esse potencial reflete a carga efetiva nas particulas, que se correlacionam com a repulsao
eletrostatica entre elas, e com a estabilidade da suspensdo. Quanto maior o potencial zeta, mais
provavel que a suspensao seja estavel, pois as particulas carregadas se repelem, e superam a
tendéncia natural a agregacdo. O valor ideal deve ser maior ou igual a +30 mV ou maior ou
igual a -30 mV 8% 181 Dessa forma, pode-se estimar a estabilidade de suspensbes AuNps-

SiPy*Cl, avaliando o potencial zeta das trés sinteses, conforme Figura 44.

Figura 44. Potencial Zeta das dispersdes coloidais AuNps-SiPy*CI- na concentragéo (A) 0,1 mmol L™ - (B) 1,0
mmol L - (C) 5,0 mmol L

500000 e U PP
' : : (A) 0,1 mmol L*
£=24,7

ADOO00 L <+ wvoveeeerenn T e

3000004 v ..................... ..................

Total Counts

200000 e L T S TP L :

100000 L+ v ve e e T A ST e :

-100 0 100 200
Zeta Potential (mV)

99



100000 ...................... ..................... . ............................................
' ' : (B) 1,0 mmol L*
£=23,8mV

80000

60000

Total Counts

40000 s E ..................... 5 .................... E ..................... E

0000} <+ I S U U TP :

0 ; + ; t i t i
-100 0 100 200
Zeta Potential (mV)

ek (©)5,0mmol L
i : : £=385

Total Counts

500007............."“""‘5"‘“"...............;............. ...‘“"5“““““‘..........6

0 i t : t i t i
-100 0 100 200
Zeta Potential (mV')

Fonte: a autora

O valor positivo do potencial zeta indica a existéncia de estruturas com cargas positivas
na estrutura hibridas de AuNps-SiPy*Cl,, fato esperado devido a estrutura do agente
estabilizador possuir ions piridinio. Pelos resultados (Figura 44) € possivel constatar a eficiéncia
do SiPy"Cl- como agente estabilizante, para a formacdo das AuNps. O potencial zeta medido
na dispersdo com concentragdo de Au 0,1 mmol L™ foi de + 24,7 mV, e na concentracéo de 1,0
mmol L? foi de + 23,8 mV, enquanto que para a dispersdo de 5,0 mmol L, o valor foi de +
38,5 mV, respectivamente. Este aumento nos valores de potencial zeta com o aumento da
concentracdo do precursor metalico é um indicativo de que houve um aumento na quantidade
de AuNps estabilizadas pelo silsesquioxano SiPy*Cl. Como mencionado, esse valor reflete a
repulsdo eletrostatica entre particulas, e que o valor padrdo do potencial zeta +/- 30 mV é
associado a solugbes estaveis [181. Dessa forma, pode-se afirmar que a dispersdo coloidal
AuNps-SiPy*Cl- obtida com a concentracdo do precursor HAuCls 5,0 mmol L™ é mais estavel
em relacdo as demais sinteses realizadas.

Outra confirmacdo do tamanho das AuNps foi obtida pela microscopia eletronica de

transmissdo (MET) para a dispersdo coloidal de 5,0 mmol L, conforme Figura 45.
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Figura 45. Micrografias obtidas por MET da dispersdo coloidal AuNps-SiPy*CI- de 5,0 mmol L%, com
diferentes magnificacdes.

Fonte: a autora

Conforme Fig. 45-A as imagens de MET do nanohibrido AuNps-SiPy*Cl" obtidos a
partir de HAUCl4 5,0 mmol L™, indicam boa distribuicdo das AuNps estabilizadas no polimero
SiPy*ClI" apresentando-se bem dispersas por toda a superficie analisada. Na Fig.45-B pode ser
observado que as AuNps apresentaram tamanhos que variam entre 4 e 10 nm. Os resultados
obtidos confirmam que o polimero SiPy*Cl" atua como agentes de estabilizacdo, sendo
importante ndo s6 para evitar a agregacdo, mas também para a forma e controle de tamanho das
particulas. Resultados semelhantes de dispersdo coloidal de AuNps foram obtidos no trabalho
de Nunes et al 2%l no qual utilizou como agente estabilizante o silsesquioxano catiénico,
cloreto de 1,4-diazoniabiciclo [2.2.2] octano (DABCO), para controle de tamanho e

estabilizacdo das nanoparticulas com diametro inferior a 15 nm em meio aquoso.
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A interacdo entre o polimero SiPy*Cl e o nanohibrido AuNps-SiPy*Cl"foi investigada
a partir de medidas de espectroscopia de absorcao na regido do Infravermelho, cujos espectros

sdo mostrados na Figura 46.

Figura 46. Espectros de FTIR para o polimero SiPy*Cl e o nanohibrido AuNps-SiPy*CI- obtidos em pastilhas
de KBr.
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Fonte: a autora

O espectro na regido do infravermelho do polimero silsesquioxano SiPy*Cl- apresentou
no intervalo de 1000 a 1270 cmt, duas bandas de absorc&o Si-O-Si, atribuidas a sobreposicio
das bandas relacionadas a0 modo com o estiramento simétrico (1080 cm™) e estiramento
assimétrico (1137 cm™) do esqueleto Si-O-Si '8¢, Essas duas bandas sio caracteristicas de dois
tipos de estrutura do Si-O-Si, sendo a primeira em 1080 cm™ atribuida & vibragdo da estrutura
de rede e a segunda em 1137 cm™ conferida a estrutura de gaiola (78, Outra regifo do espectro
entre 700 a 950 cm ¢ atribuida aos diferentes modos de vibracionais relativos & deformacéo
angular do grupo Si-C-H (932 cm™) e da banda atribuida ao estiramento da ligagdo Si-C (780
cm™) 87O espectro ainda apresenta as bandas caracteristicas do anel piridinio em 1634 e

1492 cm™, cujos valores s3o similares aos apresentados na literatura [,
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A incorporagdo das AuNps no SiPy'Cl" induz uma diminuicdo na intensidade de
absorcao caracteristica na regido entre 800 e 990 cm™ e da banda do estiramento simétrico Si-
O-Si da vibragéo de rede (1080 cm™). Também foi observada uma diminuicio na intensidade e
leve deslocamento da banda (1137 para 1139 cm™) do estiramento assimétrico do Si-O-Si da
estrutura de gaiola. Estas alterac6es indicam que a estabilizacdo das AuNps-SiPy"CI" provoca
um impedimento nos modos vibracionais da estrutura do polimero, diminuindo os graus de
liberdade e assim ocasionando um decréscimo nas deformac@es ou estiramentos 1781,

A estabilidade da disperséo coloidal foi acompanhada pela espectroscopia molecular na
regido do UV-vis monitorando a banda plasménica (Figura 47). Quando as nanoparticulas
sofrem agregacdo com alteragdo do seu tamanho essa variacdo pode ser visualizada por meio
da alteracdo da coloracdo da dispersdo e consequente deslocamento da banda plasmon. As
dispersdes coloidais AuNps-SiPy*Cl- preparadas foram armazenados sobre refrigeracdo em

frascos protegidos da luz.

Figura 47. Espectros de absorcdo na regido do UV-vis da disperséo coloidal AuNps-SiPy*CI- obtidos em

diferentes dias.
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Fonte: a autora

Os valores do maximo de absorbancia da dispersdo coloidal AuNps-SiPy*CI" obtidos

nos diferentes dias estdo mostrados na Tabela 8.
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Tabela 8. Acompanhamento da estabilidade da dispersao coloidal.

Dia Comprimento de onda (nm) Absorbancia (u.a.)
méxima absorcao
1 520 0,76
8 520 0,86
15 520 0,87
21 520 0,84
28 520 0,75
40 520 0,73
55 520,7 0,69

Fonte: a autora

Na dispersdo coloidal ndo houve a formacdo de precipitado e nem deslocamento da
banda plasmon, conforme Figura 47, durante dois meses. Este resultado obtido pela
espectroscopia de UV-Vis pelo acompanhamento da banda plasmon durante o periodo de
armazenamento das AuNps-SiPy*CI" corrobora com o resultado de potencial zeta que indicou
estabilidade da dispersao.

A voltametria ciclica foi utilizada para caracterizar as AuNps-SiPy*Cl- imobilizadas na
superficie do eletrodo de carbono vitreo, ECV/AuNps-SiPy*Cl". No caso do ouro, 0 processo

de eletro-oxidacdo em meio acido ¥, e 0 mecanismo de reacéo é descrito pelas equagdes 18

Au+H,O - AuOH+H"+e" Etapal
AU.OH + 2 H,0 — Au(OH)3 + 2 H" +2e”  Etapa Il
Au(OH)s + 3¢+ 3 H* — Au+3H,0 Etapa lll

Onde as etapas (1) e (1) referem-se aos processos de oxidagéo e a etapa (111) ao processo
de reducdo. O produto formado Au(OH)s, pode ser representado também na forma
Au203.3H20, correspondendo, portanto, ao 6xido de ouro hidratado [1*°]. Na varredura anddica
o eletrodo ndo apresentou corrente faradaica até atingir aproximadamente o potencial 1,1 V,
mostrando apenas a regido de dupla camada elétrica, segundo Figura 48. A partir deste potencial
encontra-se a regido de formacdo dos 6xidos de ouro originado da camada de hidratacdo, na
qual se observa a formacéo de mais de um pico de oxidacdo, referente aos diferentes 6xidos de
ouro. Na varredura catodica, o 6xido de ouro € reduzido na faixa de potencial de 0,98 V a
0,79 V (em aproximadamente 0,90 V) e, posteriormente, segue a regido de dupla camada

elétrica até o final da varredura.
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Figura 48. Voltamogramas ciclicos obtidos para o eletrodo Au e 0 ECV-AuNps-SiPy*Cl- em solugdo H,SO.
0,5 mol L. Velocidade de varredura: 50 mVs?
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Fonte: a autora

Pode-se observar na Figura 48, que o eletrodo ECV/AuNps-SiPy*CIl- demonstrou perfil
caracteristico da reacdo de redox do ouro em meio &cido, com picos de oxidacdo (em 1,43 V) e
reducdo do 6xido de ouro (em 0,90 V), o que comprova a presenca das AuNps estabilizadas no
polimero SiPy"Cl. O filme obtido de AuNps-SiPy"Cl- sobre o ECV apresentou boa
estabilidade, mantendo seu perfil redox caracteristico, mesmo ap6s varios medidas

eletroquimicas e também longo tempo de armazenamento (aproximadamente 30 dias).

4.2 Preparacdo e caracterizagdo do Biossensor enzimatico

A molécula de TLA foi utilizada para modificar a superficie do eletrodo ECV/AuNps-
SiPy"Cl- para a formacdo do filme tridimensional da SAM. A quantidade de moléculas
adsorvidas sobre as AuNps (tridimensional) é superior quando comparada ao eletrodo de ouro
solido (bidimensional). Segundo relatos na literatura, as monocamadas formadas
tridimensionalmente em torno das nanoparticulas apresentam atividade eletrocatalitica,
promovendo a transferéncia de elétrons entre as biomoléculas e o eletrodo de forma mais
efetiva, quando comparada a monocamada imobilizada bidimensional 172, Sendo assim,
imobilizou-se a enzima HRP sobre o filme tridimensional de TLA, utilizando os agentes de
ligacdo EDC/NHS, conforme Figura 49.
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Figura 49. Esquema representativo da formagéo do biossensor ECV/AuNps-TLA-HRP.

ECV-AuNps

Fonte: a autora

ECV-AuNps-TLA

ECV-AuNps-TLA-HRP

A imobilizacdo enzimética sobre o TLA oferece a possibilidade de controlar a

orientagéo, distribuicéo e o espagamento das enzimas, reduzindo a possibilidade de deformagao

da biomolécula quando imobilizadas. Segundo o esquema, as AuNps aumentam a quantidade

de TLA ligado covalentemente, logo, haverda mais sitios de ligacdo no sensor, e assim mais

enzimas possivelmente serdo imobilizadas, que podem aumentar o sinal analitico.
A medida que ocorre cada modificacdo sobre o ECV a estrutura e a morfologia da

superficie sdo alteradas, como mostram as imagens de FEG da Figura 50. Na micrografia (Fig

50-A) observa-se que as AuNps sdo depositadas de forma uniforme no substrato ECV. Com a
imersdo do ECV/AuNps na solugdo contendo o acido TLA (Fig 50-B) ocorreu pequenas
alteracBes na morfologia, devido esta molécula apresentar pequena cadeia carbénica.
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Figura 50. Micrografias do eletrodo (A) ECV/AuNps, (B) ECV/AuNps/TLA e (C) ECV/AuNps/TLA/HRP
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Fonte: a autora

No entanto, ap0s a imobilizacdo da enzima HRP, é possivel observar na imagen (Fig
50-C), que a modificacio ECV/AuNps/TLA/HRP altera drasticamente a morfologia da
superficie. O filme tornou-se mais volumoso, apresentando cavidades irregularidades,
comprovando assim, a modificacdo da superficie com a enzima.

A imobilizacdo das AuNps, do TLA e da enzima HRP altera as propriedades interfaciais
do eletrodo, tal como a resisténcia de transferéncia de elétrons. A cada etapa de formacao do

biossensor foi acompanhada por medidas de EIE, conforme Figura 51.

Figura 51. Diagramas de Nyquist para os diferentes eletrodos na presenca de 5,0 mmol L™ de [Fe(CN)g] ** em
KC10,1 mol L%, pH 6,5
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Fonte: a autora
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A curva de impedancia do ECV apresenta um didmetro semicircular pequeno, o que
indica a rapida cinética de transferéncia de elétrons da molécula sonda a superficie do eletrodo.
No entanto, com as posteriores imobilizacdes, o estudo demonstrou que o diametro do
semicirculo aumenta, implicando na elevada resisténcia de transferéncia de elétrons,
possivelmente devido ao aumento da espessura, densidade, e propriedades dos materiais
imobilizados. Os valores de resisténcia de transferéncia de carga (Rct) obtidos a partir dos dados

da EIE para as diferentes imobilizacdes estdo na Tabela 9.

Tabela 9. Valores de resisténcia de transferéncia de carga dos diferentes eletrodos

Eletrodo Rct (Ohm)
ECV 24,77
ECV/AuNps 108,58
ECV/AuUNps/TLA 130,08
ECV/AuNps/TLA/HRP 188,70

Fonte: a autora

Segundo os resultados obtidos, ocorre o aumento de Rct de 24,77 Q do ECV para
108,58 Q apds a incorporagdo das AuNps. Esperava-se, que com a incorporagdo das AuNps a
transferéncia de carga seria facilitada devido a sua natureza eletrocatalitica, logo o valor de Rct
diminuiria em compara¢do ao substrato contendo somente o ECV. No entanto, esse
comportamento pode estar relacionado a estrutura nao-eletroativa do seu agente estabilizante,
o polimero SiPy*CI-[**3, o qual atua como uma barreira no processo de transferéncia de elétrons
aumentando o valor de Rct.

O comprimento da cadeia carbdnica do tiol também afeta a velocidade de transferéncia
de elétrons e a cobertura de superficie, sendo assim, quando a arquitetura do filme ¢ alterada
com o TLA (ECV/AuNps/TLA), observa-se um leve aumento no valor de Rct 130,08 Q
causado pelo efeito isolante da molécula. Esta pequena variacdo, esta relacionada ao tamanho
da cadeia carbdnica, pois quanto menor o comprimento menor sera a resisténcia de transferéncia
de elétrons [, Ao final, na modificagio com a enzima HRP promove um aumento no valor

de Rct 188,70 Q, confirmando a deposic¢éo da proteina sobre a superficie.
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4.3 Caracterizagdo eletroquimica dos diferentes sensores na presenca do peréxido de
hidrogénio

Inicialmente, a técnica de voltametria ciclica foi empregada para confirmar a viabilidade
de aplicagdo do eletrodo ECV modificado como sensor eletroquimico para o H.O2. Um estudo
comparativo foi realizado para analisar o comportamento de cada etapa de modificacdo na

presenca de H,O2 na concentragdo 0,2 mmol L%, segundo Figura 52.

Figura 52. Voltamogramas ciclicos obtidos para os diferentes sensores em solugdo PBS 0,1 mol L™ na presenca
de H,0, 0,2 mmol L tev=50mV s?
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E (V) vs. Ag/AgCI

Fonte: a autora

Como pode ser observado na Figura 52, todos os filmes e o substrato ECV apresentam
eletroatividade na reducéo de H2O». Para o substrato ECV percebe-se que o0 processo de redugéo
€ menos definido e ocorre em potenciais mais negativos (-0,45 V) quando comparado aos
demais filmes. Entretanto para o0 ECV/AuNps um processo de redu¢do com maior intensidade
de corrente e mais bem definido é observado em torno de -0,35 V. No entanto, com a
imobilizacdo da molécula de TLA ocorre um deslocamento do pico de redugdo para -0,4V e
uma diminuigdo na intensidade de corrente devido ao efeito isolante da SAM. Para o filme
ECV/AuUNps/TLA/HRP obteve-se maiores valores de corrente em relacdo as demais
modificagOes, além disso, o pico de redugdo para 0 H2O, é deslocado em potenciais menos

negativos (-0,28 V). Tais resultados confirmam a imobilizagdo da enzima HRP na SAM
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formada sobre as AuNps, o que acarreta 0 aumento na sensibilidade do dispositivo
ECV/AuNps/TLA/HRP.

A técnica de voltametria de pulso diferencial também foi utilizada para caracterizar 0s
diferentes eletrodos na presenca do substrato enzimatico — H.O,, conforme Figura 53. Os
voltamogramas de pulso diferencial apresentaram um comportamento semelhante ao obtido

pela voltametria ciclica.

Figura 53. Voltamogramas de pulso diferencial obtidos para os diferentes sensores em solugéo PBS 0,1 mol L,

v =25mV s na presenca de H>0, 0,3 mmol L .
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Fonte: a autora

Como pode ser observado, a cada modificacdo no eletrodo ECV o potencial de pico de
reducdo (Epc) desloca-se para valores préoximos de 0,0 V (menos negativos) indicando
eletrocatalise no sistema, favorecendo a transferéncia eletrénica com as modificagfes. Tambem
sdo observadas alteracdes nas intensidades da corrente de pico, pois ap0s a incorporacdo das
AuNps sobre 0 ECV, a corrente aumenta de 1,10 para 1,69 pA. Uma diminui¢ao no valor de
Ipc ocorre apds a imobilizacdo da SAM, fato ocasionado pela molécula de TLA, a qual promove
uma barreira dificultando a transferéncia eletrénica. No entanto, apesar da perda da corrente de
pico do ECV/AuUNpsS/TLA (Ipc = 1,16 pA) em comparagdo ao ECV/AuNps, o Epc melhora
significativamente, deslocando de -0,36 para -0,27 V, conforme dados da Tabela 10. A
superficie do eletrodo ECV/AuNps/TLA guando modificado com a enzima HRP apresenta um

aumento na corrente de pico catodico (Ipc = 1,72 uA ¢ Epc = -0,23 V) uma vez que a molécula
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de tiol confere um ambiente favoravel a incorporacdo da enzima HRP facilitando a resposta do

analito a superficie do eletrddica.

Tabela 10. Valores de Epc, Ipc e sensibilidade dos diferentes eletrodos na presenca de H,O,

Eletrodos H202
~ Coef. de Sensibilidade
Epc (V) Equagdo da reta correlagdo (MA/mol L)
ECV - 0,49 - ) -
ECV/AuNps -0,36 y =0,571 - 3102,93x 3123,14
ECV/AuUNps/TLA - 0,27 y =0,06388 — 4014,61x 4014,61
) y =-0,37528 -
ECV/AuNps/TLA/HRP 0,23 4305 49x 4305,49

Fonte: a autora

A fim de avaliar a sensibilidade das diferentes configuracdes de eletrodos propostos
para determinacdo do H>O,, curvas analiticas foram obtidas na faixa de concentracéo de 30 a
300 umol L. Para o eletrodo ECV n&o ocorre o aumento linear da corrente com o aumento da
concentracdo da H>O», portanto sua sensibilidade ndo foi calculada. Pelas curvas analiticas
obtidas verificou que a sensibilidade do eletrodo de ECV/AuNps/TLA/HRP (4305,49
nA/mol L) foi mais elevada do que a do eletrodo ECV/AuUNps/TLA (4014,61 pA/mol L1,
comprovando que a imobilizacdo enzimatica melhora a sensibilidade do dispositivo.

Os voltamogramas ciclicos do biossensor em funcéo da velocidade de varredura no
intervalo de 10 a 100 mV s™ na presenca do H,O, podem ser observados na Figura 54.
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Figura 54. Voltamogramas ciclicos do biossensor ECV/AuNps/TLA/HRP em diferentes velocidades de

varredura em solucdo PBS 0,1 mol L na presencga de 2 mmol L
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Fonte: a autora
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Verificou-se um aumento do pico de reducdo do H.O, em funcdo do aumento da

velocidade de varredura. Assim, analisou-se a relagdo entre a corrente de pico de reducdo em

funcdo da velocidade de varredura (Fig. 55-A) e em funcéo da raiz quadrada de varredura (Fig.

55-B). Com este estudo, pode-se determinar se o processo de transferéncia de massa do analito

até a superficie eletrddica ocorre por adsor¢do ou difusao.

Figura 55. (A) Relacdo entre a corrente de pico de reducdo do H,O- e a velocidade de varredura; (B) Relagdo

entre a corrente de pico de reducdo do H,O- e a raiz quadrada da velocidade de varredura.
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Fonte: a autora
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Analisando os dois gréaficos obtidos (Fig. 55-A e B), a relacdo linear foi obtida na

corrente de pico em fungdo da raiz quadrada da velocidade de varredura (Coeficiente de
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correlagdo I vs v*2, r = 0,9958 e | vs v, r = 0,9462). Esse comportamento é um indicativo que o
transporte de massa € controlado pela difusdo de espécies na superficie eletrddica. A fim de
comprovar esse comportamento, analisou-se a dependéncia de log Ipc vs log v para o biosensor

(1191 conforme Figura 56.

Figura 56. Dependéncia linear de log Ipc vs log v para o biosensor ECV/AuNps/TLA/HRP.

1,0 1,2 14 1,6 1,8 2,0
log v

Fonte: a autora

O gréfico (Figura 56) do logaritmo da intensidade de corrente de pico em funcdo do
logaritmo da velocidade de varredura (equacéo da reta y = -0,185 + 0,49x) com comportamento
linear (r = 0,9965) com inclinagdo de 0,49. Esse valor estd proximo de previsto pela literatura

(0,50) para sistemas controlados pela difusio de espécies 119,

4.4 Cinética enzimatica

A constante aparente de Michaelis-Menten (K,‘f,,p”) € um parametro importante, pois
fornece informacGes sobre a cinética enzimatica. Para o eletrodo ECV/AuNps/TLA/HRP o
valor de K,F? foi obtido a partir da equagéo 4 de Lineweaver-Burk, com base na curva analitica

representada na Figura 57.
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Figura 57. (A) Curva analitica obtida para a adi¢do de padréo para H,O, em meio de solugdo tampéo PBS 0,1
mol L%, pH 65 na faixa de 0,1 a 1,4x10° mol L' para o biossensor ECV/AuNps/TLA/HRP.
(B) Gréfico de Duplo reciproco ou Lineweaver and Burk, obtido para o biossensor ECV/AuNps/TLA/HRP.
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Fonte: a autora

Utilizando a equacéo da reta (y = 0,522 + 2,237.10*x) obtida a partir do grafico da
Figura 50-B, o valor do K/¥ para o biossensor ECV/AuNps/TLA/HRP foi de 0,43 mmol L.
Esse resultado é bem proximo ao obtido pelo sistema Au/SAMmiswHRP (K3F = 0,40
mmol LY). Valores pequenos de K;!'? refletem afinidade elevada da enzima pelo substrato
(H20.), sendo assim a maxima eficiéncia catalitica sera alcangada em baixas concentracdes. No
entanto, valores altos de K" refletem baixa afinidade da enzima pelo substrato . Os

parametros encontrados para este biossensor sdo similares a alguns encontrados na literatura,

conforme Tabela 11.

Tabela 11. Comparacdo do valor de K,'? para diferentes biossensores enzimaticos

Eletrodo Modificagdo KPP Ref.
ITO AuS/TMB/HRP 2,2 mmol L [193]
Carbono vitreo FesO4@poli(dopamine)/HRP 3,05 mmol L! [194]
Carbono vitreo Dipeptideos-AuNps/HRP/Nafion 0,7 mmol L [195]
Carbono vitreo AuNps/TLA/HRP 0,43 mmol L Este trabalho

ITO/AUS/TMB/HRP = 6xido de estanho dopado com indio/(3-mercaptopropil)trimetoxisilano/AuNps/tetrametil
benzidina/HRP; Fes0.@ = nanoparticulas magnéticas de 6xido de ferro.
Fonte: a autora

Verifica-se que o eletrodo ECV/AuNps/TLA/HRP apresenta o valor de K ,‘f}’” mais baixo
do que alguns relatados na literatura, sem a necessidade da utilizagdo de um mediador de
elétrons como no trabalho de Lin et al %! que utiliza o tetrametil benzidina e também no

reportado por Gong et al %1 que utiliza a hidroquinona como mediador. Este resultado indica
114



que o sistema AuNps/TLA é uma promissora matriz para aplicacdo na fabricacdo de

biossensores eletroquimicos.

4.5 Determinagéo do Catecol utilizando o ECV/AuNps/TLA/HRP

O catecol (1,2-dihidroxibenzeno) (CT) é um composto polifendlico natural, que é
encontrado na natureza, em diversas plantas, tais como chas, vegetais, frutas, tabaco e alguns
medicamentos tradicionais. O CT tem sido amplamente estudado devido a importancia
bioldgica, como antioxidante, antivirus 6. No entanto, o CT ¢ altamente toxico para os seres
humanos, animais, plantas e vida aquatica quando presentes em altas concentragdes %1, A
absorcéo de CT a partir do trato gastrointestinal pode induzir algumas doencas, tais como a
degeneracdo do tubo renal e diminuicdo da funcdo hepatica [*°’. Sendo assim utilizou o
biossensor ECV/AuNps/TLA/HRP também foi aplicado para deteccdo do catecol, conforme
Figura 58.

Figura 58. Voltamogramas ciclicos do ECV, ECV/AuNps, ECV/AuNps/TLA e ECV/AuNps/TLA/HRP na
presenca de catecol 0,3 mmol L, v =50 mV s em tamp&o PBS 0,1 mol L™ pH 6,5.
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Fonte: a autora
Conforme analisado na Figura 58, a cada modificacdo do eletrodo ECV ocorre o
aumento da corrente de pico catodica, sendo 0 maximo obtido para o biossensor
ECV/AuNps/TLA/HRP. O potencial de pico também apresenta deslocamento, evidenciando as
modificacBes, 0s parametros eletroanaliticos (Epc e Ipc) obtidos estdo apresentados na Tabela

12.
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Tabela 12. Pardmetros eletroanaliticos (potencial e corrente de pico) dos diferentes eletrodos na presenca de CT

Eletrodos Epc (V) Ipc (uA)

ECV 0,179 - 1,955
ECV-AuUNps 0,218 -2,912
ECV-AuNps-TLA 0,230 - 3,698
ECV-AuNps-TLA-HRP 0,225 - 4,554

Fonte: a autora

No intuito de melhorar o desempenho do biossensor, adicionou o substrato enzimatico
H>0O> para a determinagéo do CT. Segundo relatado na literatura, a enzima HRP na presenca do
H>O> proporciona um aumento significativo na corrente do processo redox dos compostos
fenolicos 81 devido uma melhor regeneracéo da enzima, como descrito na Figura 6 (Capitulo
1). Neste sentido, Hernandez-Cancel et al [® avaliaram o efeito da concentragio de H.O2 para
a otimizacao e sensibilidade do biossensor, pois segundo os autores a inativacdo de HRP por
concentracOes elevadas de H>O> tem de ser evitada. Desta forma para evitar a inativacdo da
enzima e melhorar a resposta eletroquimica do catecol, um estudo sobre o efeito da
concentracdo de H>O> foi investigado por voltametria de pulso diferencial (VPD), segundo

Figura 59.

Figura 59 (A) Voltamogramas de pulso diferencial do eletrodo de ECV/AuNps/TLA/HRP variando-se a
concentragio H,0; na faixa de 0,01 a 0,05 mmol L na presenca de uma concentragéo fixa de CT 0,18 mmol L*;

(B) Dependéncia da corrente de pico da CT em funcédo da concentragéo do H.O,.
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Fonte: a autora

Como pode ser observado na Figura 59, a medida que a concentracdo de H>O> aumenta,
ocorre um aumento ndo linear na corrente do biossensor até atingir 0,03 mmol L de H,0O2, a
partir desta concentracdo houve um decréscimo na corrente provavelmente devido a saturagdo
ou desnaturacdo da enzima. Sendo assim, pode-se concluir que o H>O; atua como mediador de

elétrons do CT no desempenho do sensor, até a [H.0,] = 0,03 mmol L. Esta concentracéo foi
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escolhida para estudos posteriores uma vez que esta proporciona bons resultados e também
evita a inativacdo enzimatica.

No intuito de analisar o tipo de transporte de massa envolvido no processo redox do CT,
foi realizado um estudo da variacdo da velocidade de varredura (na faixa de 10 a 100 mVs™),
utilizando a técnica VC. Os voltamogramas obtidos em funcdo da velocidade de varredura
podem ser observados na Figura 60.

Figura 60. Voltamogramas ciclicos do biossensor ECV/AuNps/TLA/HRP em diferentes velocidades de

varreduras na presenca de 0,03 mmol L de H,0; e 0,03 mmol L* de CT em tamp&o PBS 0,1 mol L no pH 6,5.
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Fonte: a autora

Verifica-se que hd um aumento nas correntes de pico a medida que aumenta a velocidade
varredura. A Figura 61 mostra a variacdo da corrente de pico catdédica como funcdo da

velocidade de varredura e raiz quadrada da velocidade de varredura
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Figura 61. (A) Dependéncia Ipc com a velocidade de varredura, (B) Dependéncia Ipc com a raiz quadrada da
velocidade de varredura, do ECV/AuNps/TLA/HRP na presenca de 0,03 mmol L de H20, e 0,03 mmol L* de

CT em tampéo PBS 0,1 mol L no pH 6,5

Fonte: a autora
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Arelacdo linear entre a Ipc e a velocidade de varredura é descrita pela equacao Ipc (LA)

=-2,26 — 0,067 v (mV s?), com R = 0,974. Ja para a raiz quadrada da velocidade: Ipc (UA) =

0,596 -0,928 v (mV s), com R = 0,999, indicativo de um processo de transporte de massa

difusional. Para confirmar esse processo aplicou-se a relacédo entre o duplo reciproco da Ipc e a

v, conforme Figura 62.

Figura 62. Dependéncia linear de log Ipc vs log v para o biosensor ECV/AuUNps/TLA/HRP.

Fonte: a autora
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O gréfico (Figura 62) do logaritmo da intensidade de corrente de pico em funcédo do
logaritmo da velocidade de varredura (y = -0,1932 + 0,56 x) apresentou comportamento linear

(r=0,9987) com inclinacao de 0,56. Esse valor estd proximo de previsto pela literatura (0,50)
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(129 nara sistemas controlados pela difusdo de espécies, comprovando o processo difusional do
CT para o biossensor ECV/AuNps/TLA/HRP.

4.6 Estudo da repetitividade e estabilidade da medida do biossensor

A repetitividade do biossensor ECV/AuNps/TLA/HRP foi realizada a partir de uma
série de medidas (n=10) em solucdes diferentes (utilizando o mesmo eletrodo) contendo
concentracdo de CT 0,03 mmol L' em meio de tampdo PBS pela voltametria ciclica, onde o
RSD foi de 3,52% conforme Figura 63-A:

Figura 63. Voltamogramas ciclicos do ECV/AuNps/TLA/HRP na presenga de CT 0,03 mmol L em tampdo PBS
0,1 mol L pH 6,5 v =50 mV s. (A) Repetitividade de medida (B) Relagdo entre Ipc e o nimero de ciclos
voltamétricos.
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Fonte: a autora

A estabilidade de medida do biossensor foi avaliada ap6s 100 ciclos consecutivos pela
voltametria ciclica na presenca de CT 0,03 mmol L em meio de tamp&o PBS. Observa-se na
Figura 56-B que a corrente de pico catddica se mantém constante em fun¢do do nimero de
ciclos, com RSD (ou DPR) foi de 1,17 %. Os valores obtidos de repetitividade e estabilidade
sdo satisfatorios para aplicacdo deste biossensor na deteccdo quantitativa de compostos

fenélicos.

119



4.7 Aplicacdo analitica voltamétrica para o biossensor ECV/AuNps/TLA/HRP

Para a determinacdo analitica do CT foi escolhida a técnica de voltametria de pulso
diferencial, pela qual analisou o sinal de corrente de pico de reducdo do eletrodo
ECV/AuNps/TLA/HRP em diferentes concentragbes de catecol no intervalo de 6,0 a 46,0
umol L na presenca de 0,03 mmol L de perdxido de hidrogénio, conforme Figura 64.

Figura 64. (A) Voltamogramas de pulso diferencial do eletrodo ECV/AuNps/TLA/HRP na presenca de [H202] =
0,03 mmol L em diferentes concentracdes de solugdo de catecol na faixa de 6,0 a 46,0 umol L utilizando os
parametros otimizados: Epulso = 0,05 V, velocidade de varredura = 0,05 V s, e tempo de pulso = 0,05 s. (B)

Relacdo entre a corrente de pico e a concentracdo de catecol.
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Fonte: a autora

Nas condicdes otimizadas, a curva analitica obtida foi linear na faixa de 6,0 a 46,0
umol L de catecol e a equagdo correspondente foi de -Al = 0,0515 + 0,026 [CT]; (r = 0,994),
onde -Al é a corrente de pico resultante e [CT] é a concentragio do catecol em pumol L. O
desvio padrédo dos brancos (medidas realizadas com o ECV/AuNps/TLA/HRP apenas no
eletrdlito suporte) para as curvas foi estimado o qual foi de SB = 0,00732. Estes dados foram
utilizados para calcular o limite de detecgdo do biossensor por LD = 0,852 umol Lt e o limite
de quantificacdo LQ = 2,84 pmol L segundo método IUPAC 8], O valor de LD apresentado
por este biossensor foi comparado com outros sensores e biossensores descritos na literatura,

como mostra a Tabela 13.
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Tabela 13. Comparagdo com diferentes eletrodos modificados para determinagdo de CT.
Faixa linear (umol LY LD (umol L

Eletrodo Modificacéo )y Ref.
Ouro F304/SIPGMA-HRP 500,0 a 11000,0 46,0 [198]
Cloreto de 2,2"-bipiridina-cloro-p-
Platina cimeno ruténio 5,02 100,0 2,385 [199]
11/1,2diaminobenzeno/PPO
Carbono vitreo Polianilina/Glutaraldeido/Laccase 3,2a19,6 2,070 [63]
Este
Carbono vitreo AuNps/TLA/HRP 6,0 a 46,0 0,852
trabalho

Carbono vitreo MWCNTSs/PDA/AuNPSs/quitosana 0,1a10,0 0,047 [62]
F304/SIPGMA-HRP — nanoparticulas de éxido de ferro estabilizados no silano poliglicidil metacrilato; PPO —
polifenol oxidase; MWCNTs/PDA/AUNPs - nanotubos de carbono de parede

multipla/polidopamina/nanoparticulas de ouro.
Fonte: a autora

O biossensor ECV/AuNps/TLA/HRP desenvolvido apresentou um bom desempenho
analitico em termos de faixa linear e limite de deteccdo quando comparado 0S outros
biossensores/sensor relatados para deteccdo do catecol. Esta modificagdo do eletrodo ECV com
as nanoparticulas e o TLA proporcionou uma plataforma atrativa para imobilizacdo da HRP,
sendo promissora para futuras investigagdes empregando outras enzimas.

A estabilidade a longo prazo do biossensor foi investigada acompanhando sua resposta
eletroquimica na presenca de 0,3 mmol L de CT durante 25 dias. Apds o uso, o biossensor
ECV/AuNps/TLA/HRP foi mantido estocado em geladeira a 4 °C em solu¢do de PBS (0,1
mol L%, pH 6,5). O biossensor foi estavel e manteve sua resposta eletroquimica inicial em 90%
apos a estocagem durante 25 dias. O decréscimo na resposta da corrente pode ser explicado
pela diminuicdo da atividade enzimatica, devido ao longo tempo de estocagem. Esta boa
estabilidade possibilita a utilizacdo deste dispositivo para determinacdo do analito CT sem

prejuizo a resposta eletroquimica.

121



5 CONCLUSOES

Neste capitulo, abordaram- se a sintese da dispersdo coloidal AuNps-SiPy*Cl- bem
como a sua aplicagdo como plataforma para obtencdo de biossensores. Com os resultados
obtidos pelas medidas espectroscdpicas e também eletroquimicas, comprovou-se que 0
silsesquioxano atua como estabilizante das AuNps apresentando boa distribuicdo, com didmetro
aproximado de 18 nm e relativa estabilidade (£ +38,5 mV). Com a imobilizagdo das AuNps-
SiPy*ClI sobre o eletrodo de carbono vitreo foi possivel modifica-las com a molécula de TLA,
proporcionando uma plataforma adequada, simples e de baixo custo que pode ser efetivamente
utilizada para imobilizar a enzima HRP. A etapa de formacdo da monocamada de TLA foi
comprovada pelo aumento da resisténcia de transferéncia de carga (Rct) medido pela
espectroscopia de impedancia eletroquimica. As AuNps-SiPy"Cl- aumentaram a &rea
superficial favorecendo a formagéo da SAM de TLA de forma tridimensional, proporcionando
uma maior disponibilidade de sitios de ligacdo entre os grupos carboxilicos do TLA com a
enzima HRP. O uso do TLA e das AuNps proporcionou um efeito sinérgico ao combinar a
biocompatibilidade da SAM com a atividade eletrocatalitica e/ou aumento do sinal analitico
promovido pelas AuNps. O biossensor ECV/AuNps/TLA/HRP foi utilizado para determinacao
do peroxido de hidrogénio e também para o catecol. Na determinacgdo de catecol utilizou a
técnica de VPD com respostas lineares na faixa de concentragéo de 6,0 a 46,0 pmol L™ e limite
de deteccéo de 0,852 pmol L, além de apresentar boa estabilidade. Em particular, o tempo de
vida util de aproximadamente 25 dias desse biossensor, revela uma consideravel estabilidade a
qual é consequéncia das AuNps e TLA, que séo facilmente acessiveis para enzima. A aplicacao
do dispositivo desenvolvido como biossensor apresenta viabilidade, o que foi reforgado pela
sua estabilidade operacional, facil preparo e possibilidade de plataforma para outras

biomoléculas.
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CAPITULO 3 - CONCLUSAO GERAL

O estudo da eficiéncia dos biossensores (Au/SAMmista/HRP e ECV/AUNPS/TLA/HRP)
foi acompanhado pelo estudo cinético de Michaelis-Menten, na presenca do peréxido de
hidrogénio. Os valores de K, para os dois biossensores ndo variaram, o que leva a conclusdo
que a imobilizacdo da monocamada de &cido tiolactico independente do substrato utilizado
como suporte para imobilizacdo enzimatica ndo altera a afinidade entre a enzima e o substrato.

No entanto, os resultados voltamétricos e amperométricos deste estudo para peroxido
de hidrogénio, mostraram que a monocamada de acido tiolactico imobilizada no eletrodo de
ouro assim como no eletrodo de carbono vitreo, apresenta comportamentos distintos na resposta
eletroquimica tal como potencial de reducéo (-0,4 V para Au e -0,2 V para ECV) e corrente de
reducdo. Desta forma, pode-se afirmar que o comportamento eletroquimico do biossensor na
presenca do analito de interesse é dependente também do suporte ao qual a monocamada foi
formada.

Os biossensores propostos para deteccdo de H.O se caracterizam pela transferéncia
direta, sem a necessidade de mediador de elétrons. No biossensor em que ha a presenca da
nanoparticulas, a sensibilidade do dispositivo foi maior em comparagdo ao biossensor de ouro
solido, fato explicado pela eletrocatalise do processo de redugéo do peréxido, além do aumento
da area superficial proporcionado pela AuNps.

O desempenho dos biossensores enzimaticos baseados na enzima HRP, mostraram-se
eficiente para a deteccdo do perdxido de hidrogénio, assim como compostos fenolicos. Sendo
que 0 Au/SAMnista/HRP foi sensivel para hidroguinona e o0 ECV/AuNPs/TLA/HRP para o
catecol.

Ressalta-se que o0s sistemas desenvolvidos promovem um ambiente favoravel para a
imobilizacdo enzimatica, sendo reforcado pela estabilidade operacional, facil preparo e

possibilidade de plataforma para outras biomoléculas.
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CAPITULO 4 - PERSPECTIVAS FUTURAS

Com o intuito de aprimorar as propriedades dos biossensores aqui descritos, a seguir
tem-se algumas propostas para a continuidade deste trabalho:

- Incorporacdo da molécula do acido 11-mercaptoundecandico para a formacdo da SAMmista
sobre as AuNps-SiPy*Cl" para a obtencdo do biossensor.

- Testar aplicabilidade dos biossensores na deteccao de compostos fendlicos em formulacdes
farmacéuticas.

- Imobilizagdo de anticorpos incorporados ao filme SAM para o desenvolvimento de
imunossensores.
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