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Resumo 
 

  O colesterol apresenta diversas funções vitais ao organismo vivo, mas também 

está associado a muitas doenças, principalmente doenças cardiovasculares. Portanto, a 

quantificação do colesterol no plasma sanguíneo é importante tanto para a prevenção 

como para o tratamento dessas doenças. Para isso, têm-se investido no estudo de 

nanomateriais para aplicação na área de sensores e biossensores, principalmente a 

utilização de nanoestruturas de carbono. Dentre elas, o óxido de grafeno tem a vantagem 

de ter alta razão superfície/volume, além de ser biocompatível e apresentar grupos 

oxigenados passíveis de funcionalização. Nesse trabalho dois grupos de materiais de 

óxido de grafeno funcionalizados foram sintetizados, caracterizados e aplicados como 

biossensores colorimétricos para quantificação de colesterol total. 

 No primeiro capítulo, o óxido de grafeno foi funcionalizado com líquidos iônicos 

derivados do cátion imidazólio e nanopartículas de ouro foram depositadas por sputtering 

na superfície do material. Esses materiais foram caracterizados por espectroscopia no 

FTIR-ATR e Raman, XPS, análise elementar, MET e DRX. Enquanto o óxido de grafeno 

funcionalizado com brometo de 1-(3-aminopropil)-1H-imidazólio apresentou estrutura 

tipo grafeno, as duas aminas terminais do brometo de 1,3-bis(3-aminopropil)-imidazólio 

se ligaram às folhas de óxido de grafeno formando uma estrutura grafítica. Os materiais 

de óxido de grafeno funcionalizados com brometo de 1-(3-aminopropil)-1H-imidazólio 

ou brometo de 1,3-bis(3-aminopropil)-imidazólio, nanopartículas de ouro e enzima 

colesterol oxidase imobilizada apresentaram atividades recuperadas de 78% e 55% e 

sensibilidades de 0,1274 e 0,0969 u.a. dL mg-1, respectivamente, na detecção de colesterol 

total. 

  No capítulo II, o óxido de grafeno foi funcionalizado com derivados de 2,1,3-

benzotiadiazolas com ou sem lantânio. Os materiais foram caracterizados por 

espectroscopia no FTIR-ATR, de fluorescência e Raman, TGA, análise elementar e XPS 

através das informações obtidas, foi possível estimar os tipos de interações existentes 

entre o OG, La3+ e o ligante 2,1,3-benzotiadiazolas. Os materiais de óxidos de grafeno 

funcionalizados com 4,7-bis-(imidazol-1-il)-2,1,3-benzotiadiazola com e sem lantânio 

apresentaram o melhor desempenho na quantificação de colesterol total, com 

sensibilidade de 0,0649 e 0,0618 u.a. dL mg-1, respectivamente. Estes materiais 

apresentaram porcentagem de imobilização (> 90%), atividade recuperada, resistência ao 
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armazenamento e faixa de detecção melhores que os materiais análogos com cloreto de 

4,7-bis-[1-carbóximetil-(imidazól-3-il)]-2,1,3-benzotiadiazola.  

  Em ambos os capítulos evidenciou-se que a funcionalização do óxido de grafeno 

é essencial para a quantificação do colesterol, à medida que os materiais não 

funcionalizados não foram capazes de distinguir as diferentes concentrações do analito, e 

que a estrutura dos nanomateriais funcionalizados influencia na atividade do biossensor. 

 

Palavras-chave: óxido de grafeno funcionalizado, líquidos iônicos, derivados de 2,1,3-

benzotiadiazolas, biossensores, colesterol.  
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Abstract 
 

  Cholesterol has several functions of live organs, but it is also associated with many 

diseases, mainly cardiovascular diseases. Therefore, the quantification of cholesterol in 

blood plasma is important for both the prevention and treatment of these diseases. The 

researches have been studying nanomaterials for applications in the field of sensors and 

biosensors, specially the carbon nanostructures. For this purpose, graphene oxide has the 

advantage of having a high surface-to-volume ratio, in addition to being biocompatible 

and having oxygenated groups capable of functionality. In this work, two groups of 

functionalized graphene oxide materials were synthesized, characterized and used as 

colorimetric biosensors for total cholesterol quantification. 

  In the first chapter, the graphene oxide was functionalized with imidazolium ionic 

liquids and gold nanoparticles were deposited by sputtering on the surface of the material. 

These materials were characterized by FTIR-ATR and Raman spectroscopy, XPS, 

elemental analysis, TEM and XRD. Whereas the graphene oxide functionalized with 1-

(3-aminopropyl)-1H-imidazole bromide had a graphene-like structure, the two terminal 

amine groups of 1,3-bis(3-aminopropyl)-imidazole bromide bond to the sheets of 

graphene oxide forming a graphitic-like structure. The graphene oxide functionalized 

with 1-(3-aminopropyl)-1H-imidazole bromide or 1,3-bis(3-aminopropyl)-imidazole 

bromide, gold nanoparticles and cholesterol oxidase enzyme immobilized materials 

exhibit recovered activities of 78% and 55% and sensitivities of 0.1274 and 0.0969 a.u. 

dL mg-1, respectively, in the detection of total cholesterol. 

  In chapter II, graphene oxide was functionalized with 2,1,3-benzothiadiazole 

compounds with or without lanthanum. The materials were characterized by FTIR-ATR, 

Raman and fluorescence spectroscopy, TGA, elemental analysis and XPS, from the 

obtained information, it was possible to estimate the types of interaction among GO, La3+ 

and the BTD ligand. The graphene oxide functionalized with 4.7-bis-(imidazol-1-yl)-

2,1,3-benzothiadiazole with and without lanthanum materials presented the best 

performance for the quantification of total cholesterol with sensitivity of 0.0649 and 

0.0618 a.u. dL mg-1, respectively. These materials showed a percentage of immobilization 

(> 90%), recovered activity, resistance to storage and detection range better than 

analogous materials with 4.7-[1-carboximetyl-(imidazol-3-yl)]-2,1,3-benzothiadiazole 

chloride. 
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  In both chapters, it is evident that the functionality of graphene oxide is essential 

for the quantification of cholesterol, as the non-functional materials were not able to 

distinguish how different tests of the analyst and which structure of the functional 

nanomaterials influenced in the activity of the biosensor. 

 

Keywords: functionalized graphene oxide, ionic liquids, 2,1,3-benzothiadiazole 

derivatives, biosensor, cholesterol. 
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1 Introdução 

  O colesterol é responsável por diversas funções biológicas, desde a síntese de 

hormônios até o funcionamento das sinapses. Por isso, a falta de colesterol pode 

desencadear depressão, hipertireoidismo, anemia e doenças respiratórias e neurológicas. 

Por outro lado, o excesso de colesterol é muito mais comum e prejudicial à saúde. Níveis 

elevados de colesterol estão associados a diversas doenças, sendo as doenças 

cardiovasculares as mais recorrentes no mundo. Por esses motivos, a determinação da 

concentração de colesterol no plasma sanguíneo ou outro biofluído é essencial para a 

prevenção e tratamento de diversas doenças. 

  A pesquisa na área de biossensores tem se destacado para a quantificação de 

analitos no meio biológico por ser um método simples e de baixo custo em relação às 

técnicas cromatográficas comumente utilizadas. Além disso, permitem a produção de 

dispositivos portáteis de fácil e rápida operação. Os biossensores são dispositivos que 

reconhecem o analito através de uma biomolécula, como por exemplo as enzimas, e 

traduzem o sinal para um sinal mensurável com o auxílio de um transdutor. Os 

biossensores colorimétricos para colesterol são fundamentados na reação com o 

subproduto da oxidação do colesterol, o peróxido de hidrogênio, produzindo um corante 

pela reação com o reagente de cor. A vantagem dessa técnica é que pode ser operada sem 

necessitar de um profissional treinado e o sinal é medido a olho nu ou utilizando um 

espectrofotômetro. 

  Comercialmente, não há muitos dispositivos disponíveis para quantificação de 

colesterol, pois ainda há muitos desafios nessa área. O maior desafio reside na 

imobilização e estabilização da enzima colesterol oxidase em suportes, responsável pela 

oxidação do colesterol. A imobilização da enzima colesterol oxidase, além de ser 

necessária do ponto de vista econômico, deve ser realizada de forma que a enzima se 

encontre disponível para a reação, sem impedimento difusional e facilite a transdução do 

biossensor. Por isso, a busca por novos materiais que favoreçam a imobilização eficiente 

da enzima colesterol oxidase é uma área emergente.  

  Os nanomateriais são excelentes candidatos para a imobilização enzimática pela 

alta razão superfície/volume. Dentre os nanomateriais, o óxido de grafeno se destaca por 

ser biocompatível, ter boas propriedades mecânicas e elétricas e permitir a 

funcionalização. A funcionalização do óxido de grafeno adiciona grupos funcionais 

superficiais que facilitam a interação com biomoléculas e pode modificar as propriedades 
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do material. Os líquidos iônicos e as moléculas π-conjugadas são excelentes candidatos 

para a funcionalização do óxido de grafeno. 

  Visto que as atitudes preventivas devem prevalecer as atitudes corretivas, a 

justificativa para o desenvolvimento dessa pesquisa encontra-se na importância de 

explorar outras possibilidades para a quantificação de colesterol em biofluídos, 

contribuindo para a prevenção de diversas doenças. A imobilização da enzima colesterol 

oxidase possibilita a reutilização do biossensor, diminuindo o ônus normalmente 

associado à enzima. Adicionalmente, a utilização de uma metodologia simples como a 

colorimetria permite a quantificação de colesterol total tanto em plasma sanguíneo como 

em biofluídos não invasivos, como a saliva. 

 Assim sendo, o objetivo desse estudo foi sintetizar, caracterizar e aplicar como 

biossensores colorimétricos para colesterol materiais de óxido de grafeno funcionalizado. 

No primeiro capítulo foram estudados materiais de óxido de grafeno funcionalizados com 

líquidos iônicos derivados do imidazólio com nanopartículas de ouro depositadas por 

sputtering. No capítulo II, foram estudados materiais funcionalizados com derivados de 

2,1,3-benzotiadiazolas com e sem lantânio.  
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2 Revisão bibliográfica 

2.1 Colesterol 

  Segundo a Organização Mundial da Saúde,1 as doenças crônicas não 

transmissíveis (DCNT) são as maiores responsáveis pelas mortes no mundo e recaem 

principalmente sobre os países em desenvolvimento.2 Entre as principais DCNT 

encontram-se doenças cardiovasculares, doenças respiratórias crônicas, diabetes, câncer, 

doenças renais, entre outras.2 Segundo o Ministério da Saúde, em 2010, as doenças 

cardiovasculares - maiores responsáveis pelos custos referentes à internação hospitalar no 

sistema de saúde nacional2 - foram responsáveis por 326 mil mortes no Brasil, ou seja, 

cerca de 1.000 mortes/dia;3 sendo a principal causa de morte no país. Segundo a 

Sociedade Brasileira de Cardiologia, as razões para esse cenário são os fatores 

socioculturais e a falta de infraestrutura que acabam por evoluir uma doença que poderia 

ser prevenida, causando ainda outras enfermidades como diabetes e hipertensão.3 Nesse 

sentido, ressalta-se a importância de um diagnóstico clínico prévio e do tratamento 

imediato a fim de melhorar a qualidade de vida da população e diminuir os custos do 

sistema de saúde. Um dos fatores de risco para o desenvolvimento das doenças 

cardiovasculares e diabetes – que representam três das dez maiores causas de morte no 

mundo (Figura 1)1 - é o nível elevado do colesterol, principalmente devido ao consumo 

excessivo de alimentos processados e à redução na prática de atividades físicas.2 

 

 

Figura 1. Dez maiores causas de morte no mundo em 2016 segundo a Organização 

Mundial da Saúde.1 
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 O colesterol, apesar de ser um composto fundamental para muitos processos 

bioquímicos, é mais conhecido pela associação com as doenças cardiovasculares. O 

colesterol é um lipídio transportado no plasma sanguíneo de todos os animais e 

constituído por um anel esteroide rígido com uma cadeia isooctila e um grupo álcool.4 

Esse esteroide pode ser absorvido a partir de alimentos ou sintetizado no fígado utilizando 

outros componentes dietéticos, principalmente gordura.5 O colesterol é um componente 

essencial nas membranas celulares,4 nas células nervosas6 e precursor de outros materiais 

biológicos (como o ácido biliar, a vitamina D e os hormônios esteroides).7 

  Como o colesterol pertence à classe dos lipídeos, este possui solubilidade 

relativamente baixa em água e, consequentemente, no sangue. Para que o mesmo seja 

transportado através da corrente sanguínea é necessário que se ligue a diversos tipos de 

proteínas, formando as lipoproteínas (moléculas globulares com superfície composta 

principalmente por proteínas hidrossolúveis), onde o colesterol se encontra 

majoritariamente na forma esterificada.5, 8 As lipoproteínas são classificadas de acordo 

com a sua densidade: quilomícrons (Chylomicrons, CM), lipoproteínas de muito baixa 

densidade (Very Low-Density Lipoprotein, VLDL), de baixa densidade (Low-Density 

Lipoprotein, LDL), de densidade intermediária (Intermediate-Density Lipoprotein, IDL), 

e de alta densidade (High-Density Lipoprotein, HDL).9 As duas principais lipoproteínas 

usadas para o diagnóstico dos níveis de colesterol, além do colesterol total, são as 

lipoproteínas LDL e HDL. Acredita-se que as LDL em excesso são maléficas ao ser 

humano devido à sua principal função ser o transporte do colesterol proveniente do fígado 

aos tecidos periféricos, aumentando o risco de complicações cardiovasculares.10 Por outro 

lado, o HDL é um indicador inverso aos eventos cardiovasculares à medida que esta 

lipoproteína é capaz de remover o excesso de colesterol livre levando-o ao fígado, onde 

é eliminado.8 O HDL também previne disfunções endoteliais, que ocorre pela deposição 

do colesterol ou placas lipoproteicas nas paredes das artérias (aterosclerose) - tornando-

as mais duras, menos flexíveis e, inclusive, bloqueando o fluxo sanguíneo para o coração.8 

  Observa-se, no entanto, que os níveis de colesterol total estão diretamente 

relacionados com as doenças cardiovasculares; estudos comprovam que indivíduos com 

níveis de colesterol total elevado no plasma sanguíneo (>200 mg dL-1) têm o dobro de 

chance de apresentarem cardiopatia isquêmica que os pacientes com níveis normais (<180 

mg dL-1).10 Portanto, níveis elevados de colesterol total estão associados à diversas 

doenças, como aterosclerose, nefrose, diabetes mellitus, mixedema, icterícia, hipertensão, 

doenças vasculares, entre outros.6, 11 Em contraponto, devido à importância do colesterol 
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para a manutenção da vida, sua carência pode estar associada com hipertireoidismo, má 

absorção, anemia, depressão, câncer e doenças respiratórias.6, 11 Além do plasma 

sanguíneo, colesterol total e esterificado podem ser encontrados na saliva, suor e urina, 

entre outros biofluídos.12-15 Nesse sentido, a quantificação de colesterol em biofluídos é 

de grande importância em aplicações clínicas. Cabe ressaltar, por exemplo, que no caso 

de diabetes, dados referentes à brasileiros com 20 anos ou mais mostram que há um 

aumento no diabetes autorrelatado de 3,3% em 1998 para 5,3% em 2008 correlacionado 

principalmente ao maior acesso a testes diagnósticos, essenciais para a identificação da 

doença e tratamento adequado em fase inicial.2  

  Dessa maneira e afirmando que as atitudes preventivas devem prevalecer às 

atitudes corretivas, facilitar a quantificação de colesterol a partir de testes rápidos 

contribuiria no sentido geral para precaução de diversas doenças.  

 

2.1.1 Procedimento Realizado em Análises Clínicas para a Determinação do Nível de 

Colesterol Total no Sangue 

  Os métodos para quantificação de colesterol total podem ser divididos em três 

categorias: métodos químicos baseados no protocolo de Abell-Kendall, métodos 

enzimáticos (colorimétricos, eletroquímicos ou fluorimétricos) e métodos analíticos 

instrumentais, tais como cromatografia líquida e gasosa ou espectrometria de massas.9, 14 

Enquanto os métodos químicos e analíticos instrumentais envolvem várias etapas, os 

ensaios enzimáticos são técnicas mais simples e, por isso, são comumente empregados 

em kits de ensaios, dispositivos portáteis e analisadores automatizados.9 

  O método colorimétrico enzimático vem sendo aplicado para ensaios clínicos 

desde 1974.16 Como a maior parte do colesterol do sangue se encontra na forma 

esterificada, é necessária a enzima colesterol esterase (EC 3.1.1.13) para liberar o 

colesterol na forma alcóolica (colesterol total).9 Para determinar a quantidade de 

colesterol livre no plasma em análises clínicas se utiliza a enzima colesterol oxidase 

(ChOx), capaz de oxidar o colesterol a colesterona, produzindo H2O2 como subproduto. 

A determinação do colesterol do sangue pode ser determinada através dos métodos 

colorimétricos de Allain ou Nishiya.11, 16 O método de Allain é o mais comumente 

utilizado em análises clínicas e está fundamentado na oxidação do colesterol pela enzima 

(livre ou imobilizada) produzindo peróxido de hidrogênio no meio reacional. O peróxido 

de hidrogênio pode ser quantificado a partir da reação com fenol e 4-aminoantipirina, na 

presença da enzima peroxidase como catalisador, produzindo o corante quinonimina, que 
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absorve na região do ultravioleta-visível (UV-vis) (Esquema 1). A quantificação de 

colesterol utilizando a enzima colesterol oxidase é realizada por espectroscopia na região 

UV-vis em 500 nm.  

 

Esquema 1. Reação de oxidação do colesterol na presença de colesterol oxidase e reação 

secundária produzindo o corante quinonimina. 

 

  Desde a invenção dos eletrodos enzimáticos por Clark em 1962, os ensaios 

enzimáticos vêm sendo amplamente estudados e evoluíram para análises de resposta 

rápida, sensível, estável e de fácil utilização. A quantificação colorimétrica e 

eletroquímica são os métodos ideais utilizados em dispositivos portáteis devido aos 

sistemas de detecção de baixo custo e miniaturizados. Os testes rápidos visam reproduzir 

as análises clínicas com maior acurácia e, por isso, vêm sendo explorados nas pesquisas 

e na indústria.14 O método colorimétrico é particularmente atraente para utilização em 

dispositivos portáteis, porque os resultados medidos podem ser simplesmente lidos a olho 

nu ou através da absorbância do corante produzido. Essas metodologias empregam a 
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enzima colesterol oxidase livre ou imobilizada ou materiais que mimetizem sua ação.14 

Tradicionalmente, a enzima ChOx é utilizada no controle de colesterol total e esterificado 

em plasma ou sangue, em membrana celular, em pedras da vesícula, bile e amostras de 

comida.11 

 

2.1.2 Enzima Colesterol Oxidase 

  A enzima colesterol oxidase ou 3-hidroxiesterol oxidase (EC 1.1.3.6) é uma 

oxidorredutase da ligação CH-OH que atua primariamente na oxidação do colesterol. A 

ChOx possui o cofator FAD (flavina adenina dinucleotídeo) como catalisador redox, cuja 

ligação à enzima pode ocorrer de duas formas. Na maioria dos casos, o FAD está 

fortemente, mas não covalentemente ligado à proteína (Figura 2A), como ocorre nos 

gêneros: Streptomyces sp., Rhodococcus equi, Vibrio harveyi HY01, Salinispora 

arenicola, Nostoc punctiforme, Frankia sp., Mycobacterium tuberculosis, 

Mycobacterium leprae, Corynebacterium urealyticum, Streptomyces coelicolor.17 Nos 

gêneros Brevibacterium sterolicum, Burkholderia cepacia, Burkholderia thailandensis, 

Chromobacterium sp., Rhodococcus erythropolis, o FAD está covalentemente ligado à 

proteína pelo grupo 8-metil da isoaloxazina (Figura 2B).17 Os diferentes gêneros 

apresentam sequência de aminoácidos características de 509 a 645 resíduos de 

aminoácidos que correspondem de 47 a 60 kDa17 (aproximadamente 2,5 nm), que 

influenciam em sua estrutura e propriedades cinéticas da enzima. Importante ressaltar 

que, as enzimas que possuem FAD não covalentemente ligado podem liberar o cofator 

em condições de desnaturação, como aquecimento acima de 90 ºC ou pH abaixo de 2,0.17 

Apesar das diferenças estruturais entre as formas enzimáticas, ambas possuem uma 

cavidade hidrofóbica para interagir com o anel esteroide do substrato (Figura 2C e D).11 

Além disso, o mecanismo de reação dessa flavoproteína atraiu grande interesse, pois foi 

a primeira enzima onde se descobriu um túnel molecular específico para acesso do 

oxigênio.17 
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Figura 2. Visão da estrutura do sítio ativo com o cofator FAD não covalentemente ligado 

à enzima (A) e covalentemente ligado à enzima colesterol oxidase (B). As ligações de 

hidrogênio entre o cofator e a proteína estão representadas com linhas pontilhadas. 

Resíduos de aminoácidos presentes no sítio ativo da enzima colesterol oxidase com 

cofator não covalentemente ligado (C) e modelo da ligação do colesterol no sítio ativo 

(D). (Adaptado de Vrielink e Ghisla, 2009)17 

 

  A colesterol oxidase catalisa três reações químicas. Inicialmente, ocorre a 

desidrogenação no grupo funcional álcool e na posição 3 do anel esteroide, transferindo 

dois hidrogênios e levando a enzima da forma oxidada para reduzida (semi-reação 

redutiva). Na sequência, a enzima é oxidada pela reação com oxigênio molecular, gerando 

peróxido de hidrogênio (semi-reação oxidativa). Por fim, o esteroide oxidado é 

isomerizado, transferindo a dupla ligação da ligação C-C da posição 5-6 para 4-5, 

formando o produto de reação 4-colesten-3-ona (Esquema 2).11, 17  
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Esquema 2. Etapas de reação catalisadas pela enzima colesterol oxidase. (Adaptado de 

Vrielink e Ghisla, 2009)17 

 

  Para que essa sequência de reações ocorra, são necessárias algumas condições 

presentes no sítio ativo da enzima, muito bem reportadas por Vrielink e Ghisla para a 

enzima com FAD não covalentemente ligado.17 Para que ocorra a oxidação do colesterol, 

a maioria dos autores concorda que deva iniciar com a transferência do hidreto do carbono 

ligado ao grupo álcool (CH-OH) para o cofator da enzima. Para que essa transferência 

ocorra, é necessário o alinhamento dos orbitais envolvidos e uma base que aceite o próton 

ligado ao oxigênio. Estudos sugerem que o grupo histidina (His 447, Figura 2) auxilia na 

orientação correta do substrato, para que haja o alinhamento dos orbitais e a transferência 

de hidreto para o cofator. O grupo tirosina (Tyr 446, Figura 2), que exerce pressão estérica 

sobre o anel isoaloxazina impedindo o cofator de reduzir, e toda a cadeia lateral é 

reorientada quando há ligação com o substrato, sendo um exemplo de um mecanismo de 

ajuste induzido para a modulação dos potenciais redox do cofator. Por outro lado, a 

aspargina (Asn 485, Figura 2) se movimenta em direção ao anel de isoaloxazina a fim de 

estabilizar o cofator reduzido, ao mesmo tempo que permite o acesso do oxigênio ao sítio 

ativo. Possivelmente, o glutamato (Glu 361, Figura 2) age como base tanto para abstrair 

o hidrogênio da ligação –OH como para a reação de isomerização, logo após a 

transferência do hidrogênio. Na isomerização, o hidrogênio ligado ao C4 é transferido 

para o C6 utilizando o glutamato como base. Normalmente, a etapa de isomerização é 

mais rápida que a liberação do intermediário pelo sítio ativo. Estudos sugerem que, para 
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enzima com FAD covalentemente ligado, a liberação do produto ocorre antes da semi-

reação oxidativa; enquanto para a enzima com FAD não covalentemente ligado, a 

liberação do produto e H2O2 ocorrem concomitantemente. 

  No entanto, a oxidação dessa enzima acontece de forma diferente das 

flavoproteínas típicas; estudos indicam que não há formação de intermediário, durante a 

conversão da forma reduzida para a oxidada. A oxidação da enzima com oxigênio, é uma 

etapa de interesse da comunidade científica à medida que o controle da entrada e 

reatividade do oxigênio acontecem de modo particular, utilizando um canal específico 

(Figura 3). A cinética observada para a enzima com FAD não covalentemente ligado 

indica que o oxigênio molecular forma um pré-complexo antes de reagir com o cofator 

redox, reativando o catalisador para a reação com a próxima molécula de colesterol.17 

Todos esses aspectos mostram a complexidade e especificidade do processo de oxidação 

do colesterol pela enzima colesterol oxidase, envolvendo um mecanismo de três etapas 

com mudança de conformação com a entrada do substrato e também para abertura do 

canal do oxigênio. 

 

 

Figura 3. Canal de acesso do oxigênio molecular para a enzima colesterol oxidase de 

Streptomyces sp. Duas conformações possíveis resultam no canal aberto com a molécula 

de oxigênio (A) e fechado (B). (Adaptado de Vrielink e Ghisla, 2009)17 

 

  A atividade catalítica da ChOx é altamente dependente da composição do tampão, 

pH e do tipo e concentração de surfactante utilizado para solubilizar o substrato.18 A 

colesterol oxidase é produzida por microrganismos patogênicos e não patogênicos no 

meio intracelular, extracelular ou ligada a membrana. Mais informações sobre a produção 

e purificação dessa enzima podem ser encontradas na literatura.11 

 Tanto a enzima ChOx livre quanto a imobilizada, têm sido utilizadas para 

diferentes aplicações. A colesterol oxidase também pode ser aplicada como inseticida em 
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plantas geneticamente modificadas, facilitando a lise das células epiteliais das larvas; ou 

em estudos estruturais das membranas de células eucarióticas pela interação com 

fosfolipídeos e jangadas lipídicas. Adicionalmente, a ChOx tem mostrado potencial 

aplicação como droga antimicrobiana à medida que sua indução em condições 

extracelulares, juntamente com outros fatores, facilitaram a lise de bactérias Gram-

positivas. Por estar presente em um grande número de microrganismos, a colesterol 

oxidase pode ser utilizada para a produção de precursores de hormônios esteroides ou 

transformadas em intermediários esteroides. Devido ao mecanismo de ação da ChOx, 

estudos sugerem que o decréscimo na quantidade de colesterol induz a apoptose celular 

irreversível, sendo indicada como terapia antitumoral.11 

  Há um amplo interesse em imobilizar a enzima colesterol oxidase, tanto por 

pesquisadores como pela indústria, devido ao elevado custo associado a ela. 

Tradicionalmente, a quantificação de colesterol ocorre utilizando a enzima livre; no 

entanto, há um alto custo associado ao descarte e a impossibilidade de recuperar a 

enzima.19 Além da questão econômica, a imobilização é uma estratégia para aumentar a 

estabilidade e reutilização das enzimas.11 Os métodos de imobilização enzimática 

abrangem adsorção, ligação covalente, encapsulamento, inclusão em matriz e ligação 

covalente cruzada. Na Tabela 1, são enumeradas as diferentes formas de imobilização, 

vantagens e desvantagens de cada uma, bem como as principais matrizes utilizadas na 

imobilização de enzimas.20 

 

Tabela 1. Métodos de imobilização enzimática e suas características20, 21 

Método de 

imobilização 

Características 

Adsorção Interações iônicas, eletrostáticas, hidrofóbicas (van der Waals) 

ou ligações de hidrogênio entre suporte e enzima. 

Vantagens 

● Simples, econômico e rápido; 

● Não envolve etapas de reação química que podem afetar a 

atividade enzimática. 

Desvantagens 

● Adsorção não seletiva ou falta de biocompatibilidade que pode 

diminuir a atividade enzimática; 
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Método de 

imobilização 

Características 

● Alterações nas condições de trabalho (pH, solvente, 

temperatura e força iônica) podem induzir a dessorção da 

biomolécula. 

Exemplos: Celulose, sílica gel, hidroxiapatita, vidro, colágeno, 

poliestireno, óxidos metálicos, resinas poliméricas, alumina e 

grafite. 

Encapsulamento e 

inclusão em matriz 

A enzima é imobilizada na rede polimérica (inclusão em matriz) 

ou no interior de esferas (encapsulamento). 

Vantagens 

● Pode ser realizado com praticamente qualquer biomolécula, 

sendo mais favorável quando há afinidade entre enzima e 

suporte; 

● Evita autoagregação de enzimas; 

● Aumenta estabilidade térmica e química; 

● Possibilidade de modulação do tamanho de poros da matriz; 

● Proteção contra inibidores. 

Desvantagens 

● Chance de contaminação à medida que o processo de 

polimerização é realizado na presença da enzima; 

● Possibilidade de prejudicar a conformação devido ao 

confinamento (efeito estérico) ou durante o processo de 

polimerização; 

● Dificulta a transferência de massa e acesso do substrato; 

● Possibilidade de lixiviamento pelos poros quando a interação 

entre a proteína e a matriz forem fracas. 

Exemplos: Poliacrilamida, quitosana, amido, nylon, sol-gel, 

polivinil álcool, polipirrol, polianilina, pasta de carbono e resinas 

epóxi. 

Ligação covalente Ligação covalente entre os grupos funcionais da enzima e uma 

superfície ativada, normalmente por reação de amidação. 

Vantagens 
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Método de 

imobilização 

Características 

● Robustez da ligação previne lixiviamento; 

● Evita adsorção inespecífica ou bloqueio do sítio ativo (na 

presença de substrato ou inibidores competitivos durante a 

imobilização); 

● Aumento da estabilidade térmica e química. 

Desvantagens 

● Complexas etapas de reação que podem resultar em 

desativação enzimática pela utilização de reagentes químicos; 

● Utilização de espaçadores para afastar a enzima da superfície 

do suporte facilita a difusão e mobilidade enzimática; 

● Rigidez na ligação pode prejudicar a movimentação do sítio 

ativo durante a catálise. 

Exemplos: sílica, vidro, ouro, materiais metálicos e de carbono. 

Ligação cruzada Utiliza-se um agente reticulante bi ou multifuncional para fazer 

ligação química entre as enzimas, não necessita suporte inerte. 

Vantagens 

● Formação de agregados biomoleculares de alto peso molecular 

insolúveis; 

● Concentração muito alta de enzima utilizada; 

● Imobilização multipontual sob condições específicas previne 

dessorção. 

Desvantagens 

● Possível necessidade de utilização de molécula inerte (grupo 

protetor) a fim de prevenir a ligação entre grupos essenciais ou 

do sítio ativo; 

● Controle da reação de reticulação; 

● Alguns agentes reticulantes são tóxicos ou não biocompatíveis; 

● Requer grande quantidade de enzima, porém somente as 

expostas na superfície se encontram acessíveis ao substrato. 

Exemplos: glutaraldeído. 
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  A enzima ChOx pode ser imobilizada utilizando qualquer uma das metodologias 

supracitadas. Segundo Kimberley, a estrutura cristalina da colesterol oxidase de 

streptomyces indica que esta é formada por estruturas anfifílicas, onde os resíduos de 

aminoácidos hidrofóbicos estão voltados para a região interna e sítio ativo, enquanto há 

predominância de grupos hidrofílicos na região externa.22 Por isso, a imobilização por 

adsorção ou por ligação covalente são as mais comumente utilizadas na preparação de 

sensores para determinação de colesterol. A ligação covalente pode ocorrer entre a ChOx 

e o suporte diretamente ou através da utilização de um espaçador, normalmente entre 

grupos amina e ácido carboxílico. Por outro lado, a adsorção física pode ser por ligação 

de hidrogênio com o suporte ou interação eletrostática, dependendo do pH do meio.21 

  A eficiência e estabilidade da enzima após a imobilização é determinada tanto pela 

escolha da matriz/suporte como pela escolha do método de imobilização.11 No caso dos 

biossensores enzimáticos, a imobilização é uma etapa determinante, pois deve permitir a 

fixação da enzima em uma conformação favorável que permita ao analito acessar o sítio 

ativo e liberar o produto, deve evitar o lixiviamento do elemento de biorreconhecimento 

e garantir a proximidade com o transdutor, a fim de que a transferência de sinal seja 

eficiente.20 Por fim, devido à importância na quantificação de colesterol de amostras 

biológicas e alimentícias, novas técnicas de quantificação vêm sendo estudadas utilizando 

biossensores com a enzima colesterol oxidase. 

 

2.2 Sensores e biossensores 

  Os sensores são dispositivos que detectam qualitativamente ou quantitativamente 

uma propriedade físico-química, gerando um sinal. Os sensores podem ser classificados 

em três tipos: sensores físicos, sensores químicos e biossensores.23 Os sensores físicos 

medem propriedades físicas como distância, temperatura, pressão, massa, etc.23-25 Por 

outro lado, os sensores químicos e biossensores detectam moléculas-alvo a partir de suas 

propriedades físico-químicas.23 Sendo que os biossensores empregam pelo menos um 

elemento biológico (enzimas, anticorpos, proteínas receptoras, ácidos nucleicos, células 

ou tecidos) como elemento de reconhecimento que identifica física, química ou 

biologicamente o analito produzindo um sinal que é convertido pelo transdutor em um 

sinal mensurável.7, 26 

  No caso dos biossensores enzimáticos, este sinal pode resultar de uma alteração 

na concentração de prótons, liberação ou absorção de gases, emissão de luz, absorção ou 

refletância, emissão de calor, formação de subprodutos e assim por diante, provocada pela 
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reação catalisada pela enzima.19, 26 No Esquema 3 encontra-se a representação de um 

biossensor, onde o elemento de biorreconhecimento – que está imobilizado em uma 

matriz – interage com o analito de interesse, gerando um sinal que é transmitido ao 

transdutor, amplificado e traduzido ao usuário na forma de um sinal mensurável. Os 

transdutores podem ser calorimétricos, óticos, eletroquímicos, colorimétricos, 

piezoelétricos ou elétricos.19 

 

 

Esquema 3. Componentes de um biossensor enzimático. 

 

  Os sensores químicos e biossensores são amplamente utilizados na indústria 

química,27-29 agricultura,30 indústria automobilística,27 monitoramento ambiental,27, 29 

segurança,31 indústria alimentícia,30 ambientes domésticos,28 biomedicina,27, 29, 32 entre 

outros. Nas últimas décadas, têm-se investido massivamente em sensores aplicados a área 

biomédica com o intuito de detectar e quantificar determinadas moléculas-alvo (analitos) 

em biofluídos e, dessa forma, prever e/ou acompanhar o tratamento de diversas 

doenças.27, 32-36 Podemos citar alguns exemplos de moléculas de interesse que causam 

disfunção no sistema biológico: níveis altos de amônia exalada no ar pelo homem são 

decorrentes de doenças renais ou úlceras;27 baixas concentrações de dopamina na região 

motora do cérebro ocasionam a doença de Parkinson;34 níveis anormais de colesterol 

estão normalmente relacionados com doenças cardíacas e vasculares;7 altos níveis de 

lactato no sangue e no suor indicam metabolismo anaeróbico causada por isquemia ou 

exaustão muscular importante para medicina do esporte.37, 38 
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 O primeiro biossensor foi desenvolvido por Clark e Lyons para monitorar 

componentes químicos no sangue de um paciente cirúrgico e registrar o conteúdo 

quantitativo de biomoléculas no sangue e, até hoje, vêm sendo extensivamente aplicado 

na área biomédica.39 Sem dúvida os biossensores mais conhecidos são os sensores 

eletroquímicos para glicose, utilizado no controle de diabetes. A primeira patente de 

biossensor para esta finalidade foi depositada em 1971 nos EUA e utilizava fitas com 

enzima para quantificação colorimétrica de glicose.33 Ainda hoje, os biossensores para 

glicose continuam sendo estudados na busca do sensor ideal. 

  O desenvolvimento de sensores para colesterol ainda é uma área emergente visto 

que essa biomolécula está associada a diversas doenças. No entanto, existem poucos 

biossensores para colesterol disponíveis no mercado principalmente devido à otimização 

dos parâmetros críticos como estabilização enzimática, controle de qualidade e projeto de 

instrumentação.7 Segundo Oliver, o sensor ideal deve ser seletivo, biocompatível, não 

invasivo, rápido, de baixo custo em larga escala, produzir resposta previsível e sensível à 

variação de concentração com sinal reversível e reprodutível por um longo tempo 

operacional, não requerer calibração pelo usuário e permitir monitoramento contínuo em 

tempo-real.33 Nesse sentido, o desenvolvimento de novos materiais que permitam 

aprimorar a imobilização da ChOx ainda é um desafio na área de biossensores para 

colesterol. 

 

2.2.1 Nanomateriais aplicados a biossensores 

  Os nanomateriais são utilizados de diversas formas na área de sensores e 

biossensores devido a sua elevada área superficial, alta eficiência catalítica, elevada 

reatividade e capacidade de adsorção.40 Os nanomateriais se apresentam como uma 

alternativa promissora como matriz para imobilização de enzimas à medida que a escala 

nanométrica confere propriedades químicas, físicas e eletrônicas distintas do bulk e 

permite a produção de dispositivos miniaturizados.41 Além disso, os nanomateriais 

apresentam dimensões similares às biomoléculas, permitindo a formação de sistemas 

híbridos com melhores respostas analíticas, como menor tempo de resposta e altas 

seletividade e sensibilidade.40 No caso dos biossensores amperométricos, eletrodos 

modificados com nanomateriais facilitam a transferência eletrônica direta da enzima 

devido às propriedades eletrônicas e ao efeito eletrocatalítico. A maior vantagem dos 

nanomateriais está na alta razão superfície/volume; com maior superfície exposta, 

aumenta a área ativa, resultando em um biossensor mais sensível com maior razão 
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sinal/ruído. Outra característica interessante à maioria dos nanomateriais é a presença de 

carga superficial, facilitando a interação de biomoléculas por interação eletrostática.41 

Dentre os nanomateriais comumente utilizados na área de biossensores para aplicação 

biomédica, destacam-se as nanopartículas (metálicas e óxidos), nanomateriais de silício, 

nanofibras poliméricas e os nanomateriais de carbono (Figura 4).40-48 

 

 

Figura 4. Imagens de microscopia eletrônica de transmissão das nanopartículas core-

shell de Au@Ag42 (A) e imagens de microscopia eletrônica de varredura das nanofibras 

de ZnO/SiO2 antes e depois da deposição com alumínio46 (B), de nanocompósitos de 

quantum dots de carbono/CuO2 octaédrico48 (C), de dendrímeros de TiO2
47 (D) e de 

nanofibras poliméricas de quitosana e polivinil álcool45 (E). 

 

  As nanopartículas (NPs) possuem propriedades óticas e catalíticas únicas 

decorrentes da alta razão superfície/volume e de efeitos quânticos de tamanho, podendo 

ser classificadas em nanopartículas metálicas, óxidos, semicondutores e compósitos 

nanoestruturados.41, 49 Dentre as nanopartículas metálicas mais utilizadas podemos citar 

as de ouro, platina e prata; além de diversos trabalhos que utilizam NPs bimetálicas com 

o intuito de melhorar o sensor devido ao efeito sinergético. O ouro e a prata são muito 

utilizados nos dispositivos eletroquímicos por facilitar a transferência eletrônica, mas 

também podem ser aplicados como sensor ótico em razão do fenômeno de ressonância 

plasmônica de superfície (surface plasmon ressonance, SPR).41 Nanopartículas de Au e 
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Ag exibem um alto coeficiente de extinção e elevada dependência de tamanho e distância 

relacionado às propriedades óticas.40 Zhang e colaboradores utilizaram desse efeito em 

nanopartículas core-shell de Au@Ag, para detectar colorimetricamente glicose e 

colesterol a olho nu. Os autores combinaram a sensibilidade plasmônica das NPs de Ag 

e a estabilidade química das NPs de Au para modular o tamanho e forma do material, 

abrangendo uma faixa de quantificação de colesterol de 0,3 a 300 mol L-1.42  

  As nanopartículas metálicas de ouro são, sem dúvida, as mais utilizadas na 

fabricação de biossensores, pois as propriedades desse material podem ser facilmente 

moduladas pelo tamanho e forma das nanopartículas. O ouro possui excelente 

biocompatibilidade, interagindo com as biomoléculas por interação eletrostática e 

também pela alta afinidade com os aminoácidos cisteína e metionina, seja por fisissorção 

ou pela ligação covalente através da ligação S-Au.20, 50, 51 Devido à essa forte interação, 

as NPs de ouro ajudam as enzimas a manter a atividade por um maior período de tempo, 

aumentando a estabilidade do biossensor. Além disso, há um aumento da seletividade e 

sensibilidade devido à propriedade eletrocatalítica das nanopartículas de ouro, que 

auxiliam na transferência dos elétrons gerados durante as reações químicas catalisadas 

pelas enzimas.41, 52, 53 Zhu e colaboradores conseguiram determinar colesterol 

eletroquimicamente sem a utilização de mediadores através da transferência eletrônica da 

enzima colesterol oxidase para o eletrodo de carbono vítreo modificado com nanotubos 

de carbono multicamada, nanopartículas de ouro (6-10 nm) e nafion.53 

  Em contrapartida, estão as nanopartículas de óxidos metálicos que - apesar de 

também facilitarem a condutividade elétrica - possuem melhor capacidade de adsorção 

de biomoléculas.41 Muitos trabalhos também se apropriaram da presença de nanoporos 

nos óxidos metálicos para a imobilização da enzima ChOx.19 Por apresentarem um menor 

custo em relação aos metais nobres, as nanopartículas de óxidos metálicos – como o TiO2 

– têm sido amplamente aplicadas em sensores/biossensores para gases, solutos orgânicos 

em soluções aquosas e substâncias biológicas.43 Dentre os nanomateriais de óxidos 

metálicos mais utilizados como sensores/biossensores, encontram-se CeO2, CuO, NiO, 

Fe2O3, Co3O4, MnO2, ZnO, TiO2, SnO2, CdO, entre outros.44 

  Os nanomateriais de silício têm sido estudados – sozinhos ou combinados com 

nanopartículas – por causa das excelentes propriedades óticas, mecânicas e eletrônicas, 

combinada com biocompatibilidade e adaptabilidade da superfície.40  

  As nanofibras permitem, além de conferir alta razão superfície/volume e 

estabilidade térmica, alteração na porosidade e maleabilidade por meio da técnica de 
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processamento. Dhawane e colaboradores desenvolveram um biossensor colorimétrico 

para quantificação de colesterol utilizando nanofibras de quitosana/polivinil álcool 

eletrofiadas capaz de distinguir a quantidade de colesterol de desejada até altíssima 

através de um gradiente de cor.45 

  Os nanomateriais de carbono são uma opção promissora à medida que apresentam 

propriedades físico-químicas desejáveis, como por exemplo extraordinária relação 

superfície/volume, alta condutividade elétrica, estabilidade química, biocompatibilidade 

e resistência mecânica.32, 44 Encontram-se na literatura diferentes exemplos de alótropos 

do carbono aplicados a sensores, seguem exemplos de revisões que tratam 

especificamente de cada um deles: nanotubos de carbono em monocamada e 

multicamada,32, 54 fulereno,55 nanohorns de carbono,56 nanocebolas de carbono,57 carbon 

dots,58, 59 e grafeno.60-63 

 

2.3 Grafeno e óxido de grafeno 

  O grafeno tem atraído muito interesse nas últimas décadas devido à suas 

propriedades físico-químicas únicas, sendo aplicado em baterias, supercapacitores, 

catálise, nanoeletrodos flexíveis, engenharia biomédica e sensores.32, 64 Além da altíssima 

razão superfície/volume, o grafeno apresenta excelente condutividade térmica e elétrica 

em macroescala superior aos nanotubos de carbono, devido à sua estrutura 

bidimensional.61 Além disso, o grafeno apresenta uma larga janela de potencial 

eletroquímico e baixa resistência a transferência de carga, sendo um ótimo candidato para 

aplicação como sensor eletroquímico.63 

  O grafeno pristino pode ser definido como uma única camada de átomos de 

carbono sp2 ligados em forma hexagonal gerando uma estrutura 2D no formato de colmeia 

(Figura 5A); essa forma do alótropo de carbono dá origem às estruturas de fulereno 0D, 

nanotubos de carbono 1D e grafite 3D.64, 65 O grafeno de multicamadas apresenta até 10 

folhas bidimensionais, onde os carbonos do plano basal estão ligados por ligação σ e π, 

enquanto as folhas interagem por interação π-π.66 O número de camadas do grafeno pode 

ser estimado a partir da espectroscopia Raman, avaliando a intensidade, formato e posição 

das bandas G e 2D.66 Várias folhas de grafeno interagem por forças de van der Waals 

para formar o grafite, onde a distância entre folhas é de 3,35 Å.39, 67 Quanto maior o 

número de camadas do grafeno, maior a característica “metálica” do material, sendo o 

método de síntese determinante para modular as propriedades físico-químicas do material 

para as diferentes aplicações.66 
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Figura 5. Estrutura dos materiais à base de grafeno: grafeno pristino com interação π-π 

entre carbonos sp2 (A), óxido de grafeno e óxido de grafeno reduzido (C). Interação entre 

o grafeno e óxido de grafeno com diferentes biomoléculas e nanopartículas (D). 

(Adaptado de Suvarnaphaet e Pechprasar, 2017)39 

 

 O primeiro método de síntese utilizado para obter grafeno foi a esfoliação 

mecânica do grafite, que produz material puro e sem defeitos; porém, hoje o grafeno pode 

ser sintetizado em larga escala por deposição química de vapor ou pela redução do óxido 

de grafeno obtido pelo método de Hummers e Offeman.60, 63, 64, 68, 69 O método de 

Hummers e Offeman é uma técnica de exfoliação química em solução que origina o óxido 

de grafeno (OG), com grupos carboxila, carbonila, hidroxila e epóxi randomicamente 

distribuídos, majoritariamente nas bordas das folhas (Figura 5B).67 Apesar de ser a síntese 

mais utilizada, essa metodologia utiliza vários ácidos concentrados (agentes intercalantes) 

e oxidantes fortes,69 é extremamente demorada e tem baixa escalabilidade; por isso, 

diversos estudos vêm sendo desenvolvidos a fim de melhorá-la.39, 70-72 Enquanto o grafeno 

é insolúvel em praticamente todos os solventes, o óxido de grafeno solubiliza em água.70 

O OG é um isolante devido ao elevado número de carbonos sp3, mas pode ser reduzido 
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ou funcionalizado originando o óxido de grafeno reduzido, com efeitos estruturais e de 

composição (Figura 5C).67  

 O OG permite a funcionalização química e física do grafeno devido à presença de 

defeitos de rede e grupos funcionais,61 adequando as propriedades estruturais ao objetivo 

desejado.60 Por exemplo, no caso dos biossensores enzimáticos, a transferência eletrônica 

direta entre o eletrodo e o sítio ativo da enzima - sem a utilização de mediadores ou outros 

reagentes – é difícil devido ao sítio ativo se localizar algumas vezes em cavidades 

hidrofóbicas do material, mas pode ser facilitada com a utilização de grafeno 

funcionalizado. Os grupos funcionais podem tanto melhorar a interação com a enzima 

através de interações mais fortes, como facilitar a transferência eletrônica direta devido 

às propriedades eletrônicas intrínsecas do grafeno.63 Por apresentar uma estrutura de 

colmeia planar com um átomo de espessura, os derivados de grafeno são altamente 

sensíveis a adsorção de moléculas, sendo amplamente aplicado desde a detecção de 

moléculas gasosas61 até DNA.62  

  A aplicação de materiais à base de grafeno como biossensor pode ser realizada 

por duas estratégias: interação carga-biomolécula ou através dos defeitos e de 

funcionalização. Nas interações carga-biomolécula, a biomolécula interage a partir dos 

domínios π-π, de forças eletrostáticas ou troca de carga, levando a variações elétricas no 

grafeno pristino. A segunda abordagem utiliza do efeito de defeitos (por exemplo 

vacâncias, carbonos sp3 e dopantes) e/ou funcionalização química para imobilizar as 

moléculas de biorreconhecimento na superfície do óxido de grafeno, óxido de grafeno 

reduzido (rOG) e quantum dots baseados em grafeno (GQDs).39 

  Na Figura 5D, temos a representação de diversas formas de interação entre 

grafeno pristino e óxido de grafeno com biomoléculas e nanopartícula. O grafeno pristino 

apresenta possibilidade de empilhamento π-π, interações não covalentes e alta força 

eletrostática; além da possibilidade de adsorver moléculas carregadas ou íons metálicos 

em áreas carregadas, como por exemplo, interações com defeito de vacância.39 Por outro 

lado, o óxido de grafeno tanto interage diretamente com as biomoléculas por seus grupos 

oxigenados de borda e superfície como se liga a heteroátomos, NPs, quantum dots, entre 

outras moléculas.39 

 As propriedades dos materiais de grafeno, podem ser melhoradas pelo efeito 

sinergético com a criação de materiais híbridos de grafeno com outras nanoestruturas; 

como nanopartículas metálicas ou de óxidos metálicos, receptores orgânicos, 

polissacarídeos, polímeros condutores e biomoléculas.67 Normalmente, o óxido de 
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grafeno é adicionado a materiais poliméricos com o intuito de melhorar as qualidades 

mecânicas e de adsorção do mesmo.73 

  Como a superfície do grafeno desempenha um papel crucial nas interações 

intermoleculares, o planejamento da química da superfície dos materiais de grafeno - 

através de interações covalente, não covalentes ou dopantes - é uma forma de ajustar suas 

propriedades sensoriais.67 As morfologias dos nanomateriais de carbono funcionalizados 

resultam em um recurso para aumentar a sensibilidade, seletividade e tempo de resposta 

dos sensores. Tanto os grupos reativos de superfície como impurezas e efeito de borda 

podem contribuir para a resposta dos sensores com materiais de carbono.44 Por outro lado, 

o grafeno funcionalizado reduz as forças coesivas entre as folhas de grafeno, modificando 

as propriedades físico-químicas e ampliando as aplicações.64 Estudos sugerem que a 

inserção de grupos retiradores de elétrons (grupos epóxido e carboxílico) geram buracos 

na banda de valência do rOG e, consequentemente, melhora a resposta em direção à 

oxidação de moléculas. Por outro lado, modificações de superfície com grupos funcionais 

contendo elétrons não ligantes (grupos amina e sulfonato) podem melhorar a resposta em 

direção a moléculas oxidantes.67 

  Nanomateriais de carbono funcionalizados são, muitas vezes, mais efetivos que 

os nanomateriais não modificados. Tendo em vista a melhora das propriedades do grafeno 

para aplicação como sensor, diversas moléculas têm sido utilizadas para funcionalizá-lo 

a partir do óxido de grafeno, como polímeros, moléculas π-conjugadas, líquidos iônicos, 

entre outros.74  

 

2.3.1 Materiais híbridos de óxido de grafeno funcionalizado com líquidos iônicos 

  Dentre esses ligantes, os líquidos iônicos (LIs) se destacam por possuírem 

propriedades como: ampla janela eletroquímica, alta condutividade iônica e elétrica, alta 

estabilidade térmica e química, boa solubilidade na maioria dos solventes, elevada 

habilidade de solvatação, baixa volatilidade e biocompatibilidade.49, 65, 74-77 Os LIs são 

sais com temperatura de fusão menor que 100 ºC e consistem em cátions orgânicos 

(Figura 6) e ânions orgânicos ou inorgânicos.49 Com a finalidade de aplicar como 

biossensor, os líquidos iônicos na superfície do grafeno funcionalizado podem agir como 

mediadores de transferência eletrônica ou dispersante auxiliando na solvatação do 

nanomaterial de carbono.65 
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Figura 6. Cátions mais comumente utilizados em líquidos iônicos. 

 

 A biocompatibilidade do óxido de grafeno é um fator determinante para o aumento 

da atividade catalítica na detecção de vários analitos e também na capacidade de 

imobilizar biomoléculas por meio de interação química ou física.65 As proteínas, em 

particular enzimas, são suscetíveis à desnaturação em solução devido às ligações de 

hidrogênio formadas com o solvente; nesse sentido, os líquidos iônicos também podem 

ser aplicados com o objetivo de estabilizá-las. Diversos fatores afetam a estabilidade de 

proteínas em líquidos iônicos, sendo os principais: polaridade do LI, hidrofobicidade, 

miscibilidade em água, viscosidade e impurezas.65  

  Em suma, os líquidos iônicos podem ser utilizados juntamente com nanomateriais 

de carbono para três finalidades distintas. Primeiramente, pode ser utilizado em baixas 

quantidades para auxiliar na solubilização do grafeno reduzido em soluções ou matrizes. 

O segundo objetivo é produzir materiais com efeito sinergético do LI e grafeno através 

de interação não covalente entre os mesmos, impedindo a aglomeração. Por fim, o LI 

pode servir como ligante entre folhas de grafeno ou outro componente (como as 

biomoléculas).78 Sem dúvida, a maior vantagem de utilizar os LIs como ligante é a boa 

biocompatibilidade com biomoléculas.75 

 A funcionalização pode ser não covalente, por interação π-π, ou covalente através 

de reação química entre o ligante e os grupos oxigenados da superfície do óxido de 

grafeno; ambas interações estão representadas no Esquema 4.79 
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Esquema 4. Métodos de funcionalização covalente do óxido de grafeno com líquidos 

iônicos (A) e interação π-π entre a monocamada de carbono e o anel imidazólio (B). 

(Adaptado de Verma, 201979)  

 

 A funcionalização não covalente é um método físico de modificação, simples e 

não destrutivo (não afeta as conjugações π do nanomaterial de carbono); porém a 

interação entre os componentes é fraca e o LI pode ser facilmente lixiviado da 

superfície.80 O óxido de grafeno e outras moléculas podem interagir por ligação de 

hidrogênio, forças Coulômbicas, interação π-π e interações de van der Waals.26, 75 A 

funcionalização não covalente ocorre preferencialmente entre a folha de grafeno ou OG 

e os cátions dos líquidos iônicos, sendo imidazólio, pirrolidínio e piridínio os mais 

comuns.78 Os anéis aromáticos - que possuem alta densidade de elétrons π - adsorvem 

facilmente na superfície do grafeno através de interação π-π, como demostrado no 

Esquema 4B, podendo inclusive modificar a dispersibilidade do material em 

determinados solventes de acordo com as características hidrofílicas ou hidrofóbicas do 

ligante.79 Estudos mostram que LI hidrofóbicos, como os derivados de imidazol com 

longa cadeia carbônica, se orientam sobre a folha de grafeno com o anel imidazólio 

levemente inclinado e a cadeia lateral paralela ao plano do grafeno, favorecendo a 

transferência de carga. Para o caso dos LI hidrofílicos, não há evidência de que haja 

interação π-π.78 Para que ocorra a interação não covalente entre o óxido de grafeno e o LI 
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pode-se utilizar as seguintes metodologias: mistura mecânica (sonicação ou 

maceramento) ou polimerização com líquidos iônicos poliméricos.80 

  Por outro lado, a funcionalização covalente evita o lixiviamento do LI, além de 

aumentar a estabilidade térmica e química, resultando em maior durabilidade do material 

híbrido. A desvantagem dessa metodologia são as etapas de reação que acabam por 

modificar propriedades intrínsecas do grafeno pristino, como a excelente condutividade, 

e facilitar a contaminação com impurezas.80 A funcionalização covalente do grafeno é 

precedida, obrigatoriamente, pela oxidação deste produzindo o óxido de grafeno, que 

possui grupos funcionais oxigenados na superfície. Então, a funcionalização é 

normalmente realizada por meio de reações de condensação (esterificação, acilação, 

amidação) ou por reação nucleofílica de abertura de anel (aminação), conforme 

representado no Esquema 4A.26, 80 

  A funcionalização por condensação ocorre entre LI com grupamentos aminas ou 

hidroxilas terminais e o óxido de grafeno, formando amida e éster, respectivamente. Para 

as reações de condensação, no entanto, é importante que os grupos carboxila sejam 

ativados com cloreto de tionila (SOCl2), N,N-diciclohexilcarbodiimida (DCC) ou cloreto 

oxálico.80 Analisando o Esquema 4A, observa-se que a funcionalização do óxido de 

grafeno com líquidos iônicos que possuem terminação amina pode ocorrer por amidação 

com o grupo carboxila presentes nas bordas das folhas do OG ou aminação por abertura 

do anel epóxido.79 Apesar de alguns trabalhos da literatura afirmarem que a ativação 

previa do grupo carboxila é necessária para a reação de amidação,81, 82 há trabalho que 

consideram essa a única forma de reação entre o OG e o cátion 1-(3-

aminopropilimidazólio).83 

  A funcionalização altera consideravelmente a hidrofilicidade ou hidrofobicidade 

do OG e, consequentemente, a dispersibilidade em solventes distintos.26 A esfoliação das 

folhas de OG em solução é melhorada através da reação de abertura de anel entre os 

grupos epóxi do óxido de grafeno e LI com aminas terminais. As folhas de grafeno 

reduzido são estabilizadas pela repulsão entre as folhas de grafeno funcionalizadas 

carregadas positivamente e também pela alta solubilidade dos LI superficiais.78  

 Portanto, sendo as folhas de grafeno separadas por intercalação com líquidos 

iônicos, o espaçamento entre elas pode ser modulado de acordo com o tamanho e grupos 

funcionais presentes nessa molécula. Tanto a funcionalização covalente como não 

covalente entre LI e OG propiciam um microambiente favorável para a imobilização de 

enzimas, aumentando sua estabilidade e atividade na produção de biossensores.78 
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  Outra vantagem de funcionalizar os nanomateriais de carbono com líquido iônico 

é a estabilização de nanopartículas metálicas. As nanopartículas metálicas tendem a 

aglomerar a fim de formar um bulk metálico, que é termodinamicamente mais favorável. 

Nesse sentido, os líquidos iônicos agem como estabilizantes das nanopartículas em 

solução devido a sua característica de auto-organização em escala molecular.49 Os LIs 

podem tanto ligar covalentemente na superfície das nanopartículas (por exemplo, 

nanopartículas de ouro com LI contendo grupamento tiol terminal) como formar 

estruturas híbridas com as NPs incorporadas na estrutura nanométrica.84 Há diversas 

evidências na literatura de que nanomateriais de carbono funcionalizados com LIs 

mantêm a característica de estabilização de nanopartículas. Shang e colaboradores 

funcionalizaram nanofitas de óxido de grafeno com brometo de 1-(3-aminopropil)-3-

metilimidazólio por abertura de anel epóxido e imobilizaram nanopartículas core-shell 

ocas de Pd@Ag por interação eletrostática.85 Yang e colaboradores funcionalizaram o 

óxido de grafeno com 1-(3-aminopropil)-3-propil-imidazol, seguido de redução de 

HAuCl4 com NaBH4, formando nanopartículas de ouro com menos de 10 nm.86 

  Na Tabela 2 encontram-se alguns trabalhos relevantes na área utilizando grafeno 

funcionalizado com líquido iônico para a detecção de diferentes analitos. 

 

Tabela 2. Materiais de grafeno funcionalizado com líquido iônico com aplicação na área 

de sensores e biossensores eletroquímicos. 

 Material Estrutura do LI Método Analito Referência 

1 OG-

[BMI+][Cys-] 

 

Voltametria 

cíclica e por 

pulso 

diferencial 

Dopamina e 

ácido úrico 

em urina 

Wang, 

201474 

2 OG-[BMI+] 

[Br-]-Au NP 

 

Voltametria 

cíclica e por 

pulso 

diferencial 

Dopamina 

(análise de 

traços) 

Li, 201787 

3 NFOG -hPdAg 

NP 

- Voltametria 

por pulso 

diferencial 

Medicamento 

nifedipina 

Shang, 

201585 
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 Material Estrutura do LI Método Analito Referência 

4 Gelatina/OG-

[APMI+][BF4
-] 

/AChE/GA  

Cronoampe-

rometria e 

voltametria 

por pulso 

diferencial 

Pesticidas 

carbaryl e 

monocrotofos 

Zheng, 

201588 

5 OG- 

[APMI+][Br-] 

/Ni3S2 
 

Voltametria 

cíclica e 

amperometria 

Glicose (não 

enzimático) 

Luan, 

201889 

6 OG-[API] 

 

Voltametria 

de onda 

quadrada 

Progesterona Gevaerd, 

201883 

7 OG-

[BMI+][PF6
-]/ 

catalase/ChOx  

Cronoampe-

rometria 

Colesterol Gholivand

, 201490 

8 OG-

LIP/PSS/ChOx  

Voltametria 

por pulso 

diferencial 

Colesterol Wu, 

201691 

OG = óxido de grafeno; [BMI+] = cátion 1-butil-3-metilimidazólio; [Cys] = cisteína; NFOG = nanofitas de 

óxido de grafeno; AChE = Acetilcolina esterase; GA = glutaraldeído; [APMI+] = cátion 1-(3-aminopropil)-

3-metilimidazólio; [BF4
+] = ânion tetrafluorborato, [API] = 1-(3-aminopropil)imidazol; QGDs = quantum 

dots de grafeno; LIP = líquido iônico polimérico; PSS = poli(p-estirenossulfonato de sódio). 

 

  Observando os trabalhos atuais, podemos concluir que o grafeno funcionalizado 

com diferentes líquidos iônicos tem potencial aplicação como sensor ou biossensor para 

diferentes analitos, utilizando principalmente método eletroquímico. Nesse sentido, 

optamos por explorar as características de materiais de grafeno funcionalizados com 

líquidos iônicos como suporte e estabilizante de nanopartículas e biomoléculas (enzimas). 

Têm-se investido principalmente na utilização de LIs com terminação amina para a 

funcionalização covalente do óxido de grafeno para detecção de vários analitos como 

pesticidas (Tabela 2, entrada 4), glicose (Tabela 2, entrada 5) e hormônios (Tabela 2, 

entrada 6). Por isso, decidiu-se aplicar os materiais produzidos como sensor colorimétrico 

de um analito muito importante, porém ainda pouco estudado, o colesterol. No capítulo I 

desse trabalho, exploramos as características dos materiais de óxido de grafeno 
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funcionalizado com dois líquidos iônicos derivados do cátion imidazólio (com uma ou 

duas aminas terminais) e nanopartículas de ouro depositadas por sputtering para serem 

aplicados como biossensor colorimétrico na quantificação de colesterol total. 

 

2.3.2 Materiais híbridos de óxido de grafeno funcionalizado com moléculas orgânicas 

π-conjugadas 

  A superfície dos nanomateriais, como o grafeno ou óxido de grafeno, pode ser 

modificada por adsorção ou funcionalizada com diferentes moléculas orgânicas a fim de 

conferir propriedades adequadas para as mais diversas aplicações. A funcionalização 

covalente com uma molécula orgânica pode ocorrer no plano basal - pela reação com as 

ligações insaturadas do grafeno -, nos grupos funcionais das bordas do óxido de grafeno 

ou através de um heteroátomo.92  

 

 

Esquema 5 Modificação do grafeno covalentemente com sal de diazônio monoarilo (A) 

e bisarilo (B) e interação π-π com bispireno (C). (Adaptado de Liu, 201293) 

 

  Para realizar o acoplamento com as ligações C=C do plano basal, se utilizam 

normalmente sais de diazônio ou grupos dienófilos, resultando em um composto orgânico 

perpendicularmente orientado em relação às folhas do grafeno (Esquema 5A e B).92 No 

entanto, a ligação química também pode ocorrer entre um grupo funcional oxigenado do 

óxido de grafeno e a molécula orgânica que contenha uma funcionalidade (amina ou 

carboxila), pelas mesmas metodologias já descritas para os LIs. A modificação não 

covalente pode ocorrer entre o óxido de grafeno e moléculas orgânicas por interações 

hidrofílicas, hidrofóbicas ou por interação π-π.92 As moléculas planares π-conjugadas são 
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candidatas para modificação por interação π-π na superfície das folhas de grafeno 

(Esquema 5C), como os derivados de pireno93, de piridina94 e de porfirina.95 

  A funcionalização covalente utilizando heteroátomo pode ser realizada por 

dopagem do grafeno (principalmente com nitrogênio ou boro) ou por coordenação com 

íons metálicos. Ge e colaboradores avaliaram diferentes íons metálicos (K+, Ca2+, Zn2+, 

Cu2+, Co2+ e Cr3+) na funcionalização covalente de óxido de grafeno com (5,15-difenil)-

10,20-di(4-piridil)porfirina. As vantagens da funcionalização por coordenação, segundo 

os autores, consistem na possibilidade de funcionalização do material à temperatura 

ambiente e a diminuição da resistência interfacial entre OG e o ligante devido ao pequeno 

raio dos íons metálicos.95 Por outro lado, Zhang e colaboradores funcionalizaram o OG 

com bis(4-piridil)acetileno (DPyE) utilizando íons de metais terras raras como agente 

coordenante. Os autores afirmam que, devido à exclusiva camada 4f dos elementos terras 

raras, estes íons possuem uma maior capacidade coordenativa que os íons de metais de 

transição, fortalecendo a ligação entre o OG e o ligante.94 Em ambos os estudos 

supracitados, as caracterizações dos materiais indicam que, na ausência de íons metálicos, 

as folhas de OG se empilham com as moléculas orgânicas por interação π-π; enquanto na 

presença de íons metálicos, as moléculas orgânicas se encontram covalentemente ligadas 

ao OG (Esquema 6). 

 

 

Esquema 6. Proposta de estrutura do material sem íon metálicos GO-DPyE e com íon 

metálico GO-La+3-DPyE. (Adaptado de Zhang, 201894) 
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  Uma recente possibilidade para funcionalização do óxido de grafeno é a utilização 

de derivados do núcleo 2,1,3-benzotiadiazola (BTD). O núcleo 2,1,3-benzotiadiazola 

(Figura 7A) é um sistema heterocíclico π-conjugado planar. Essa molécula tem atraído 

interesse para aplicações diversas com potencial utilização como fungicida, herbicida, 

antibacteriano, crescimento de plantações, proteção e regulação genética, materiais 

fluorescentes, condutores orgânicos e reconhecimento molecular.96 Também se têm 

explorado a utilização de derivados de BTD na área biológica, inicialmente como sonda 

e sensor de DNA; mas posteriormente se expandiu a utilização como sonda de diversas 

outras organelas pela modificação das cadeias laterais.97-100 

 

 

Figura 7. Núcleo 2,1,3-benzotiadiazola e 4,7-dibromo-2,1,3-benzotiadiazola. 

 

  Sem dúvida, o núcleo BTD é um dos mais importantes da química de compostos 

luminescentes, apresentando algumas propriedades fotofísicas desejáveis para essa 

aplicação. Primeiramente, o núcleo BTD por si só já é um fluoróforo eficiente, com alta 

intensidade de fluorescência, elevado coeficiente de extinção e largo deslocamento de 

Stokes.101 Além disso, o anel heterocíclico possui alta capacidade aceptora de elétrons, 

tornando o material que o compõe um portador de elétrons.96 Conjuntamente, a BTD 

induz a formação de estruturas altamente ordenadas à medida que essa molécula apresenta 

uma elevada propriedade de polarização, favorecendo interações intermoleculares, 

principalmente interações π-π.98 Por fim, a molécula BTD pode ser utilizada na 

construção de materiais condutores como unidade aceptora de elétrons.96 Todas essas 

propriedades fotofísicas resultam em materiais eficientes empregados em OLEDs, células 

solares, cristais líquidos, corantes, células fotovoltaicas, dispositivos eletro-óticos, fios 

moleculares, entre outros.96 

  Para a síntese de derivados da BTD, utiliza-se normalmente o intermediário 4,7-

dibromo-2,1,3-benzotiadiazola (Figura 7B). A molécula 4,7-dibromo-2,1,3-
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benzotiadiazola pode ser facilmente obtida a partir da BTD pela adição de bromo 

molecular em ácido bromídrico. A adição lenta do bromo molecular resulta na formação 

do produto dissubstituído, enquanto a adição rápida, no produto tetrassubstituído.96 

  Na área de sensores, os derivados de BTD estão sendo aplicados principalmente 

na detecção de metais. Moro e colaboradores sintetizaram derivados de 2,1,3-

benzotiadiazol-triazolas conjugados com glicose e aplicaram como sensor químico, 

observando a supressão da fluorescência seletiva para Ni2+, em comparação com outros 

cátions bivalentes.101 Wu e colaboradores utilizaram quatro derivados de BTD como 

sensores fluorescentes e colorimétricos do íon fluoreto, com alta sensibilidade e 

seletividade na presença de outros ânions (Cl-, Br-, I-, AcO-, H2PO4
-, HSO4

-).102 Ju e 

colaboradores produziram estruturas metalorgânicas (MOFs, metal-organic frameworks) 

utilizando 4,7-di(4-piridil)-2,1,3-benzotiadiazolas e dicarboxilato de 1,4-benzeno ou 

ácido isoftálico como componente orgânico e diferentes metais (Cd, Zn, Co e Ni). Esses 

materiais foram utilizados na detecção de 2,4,6-trinitrofenol, um componente comum em 

explosivos, a partir da supressão da fluorescência.103 Recentemente, Spychalska e 

colaboradores desenvolveram um biossensor eletroquímico para a quantificação do 

hormônio 17β-estradiol, utilizando o polímero condutor poli(4,7-bis(5-bromotiofenil-

2)benzotiadiazol e a enzima peroxidase. Os autores acreditam que a molécula π-

conjugada facilitam a interação π-π de moléculas hidrofóbicas, tornando a imobilização 

da enzima forte e apropriada na matriz de polímero condutor derivado de BTD.104 

 Frente a todos os desafios na área de biossensores, há uma grande demanda por 

novos materiais que melhorem a detecção ao mesmo tempo que apresentem um 

microambiente adequado às biomoléculas. Nesse sentido, uma nova possibilidade é 

utilizar os derivados de BTD como ligantes na funcionalização do óxido de grafeno, a 

fim de combinar as propriedades desses componentes em um material estável, resistente 

mecanicamente e adequado para imobilização de biomoléculas. No entanto, não se 

encontraram na literatura trabalhos que avaliem o potencial do óxido de grafeno 

funcionalizado com BTD. Tendo como referência estudos de OG funcionalizados com 

moléculas π-conjugadas planares, observaram-se duas estruturas formadas, uma por 

modificação não covalente e outra por funcionalização covalente utilizando íons 

metálicos. Por isso, no capítulo II desse trabalho, novos materiais de óxido de grafeno 

modificado com derivados de 2,1,3-benzotiadiazolas serão estudados como possíveis 

sensores enzimáticos para quantificação colorimétrica de colesterol total e também será 

avaliada a presença de lantânio como agente complexante.  
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3 Objetivos 

3.1 Objetivo geral 

  O presente estudo tem como objetivo o desenvolvimento de materiais de óxido de 

grafeno funcionalizado com diferentes moléculas para utilização como biossensores 

enzimáticos na determinação colorimétrica de colesterol total. 

 

3.2 Objetivos específicos do capítulo I 

 Síntese e caracterização do óxido de grafeno; 

 Preparação de novos ligantes do tipo líquido iônico para a funcionalização dos 

suportes; 

 Redução do óxido de grafeno pela funcionalização com os ligantes derivados de 

imidazólio; 

 Deposição de nanopartículas de ouro nos suportes pelo método de sputtering; 

 Caracterização dos materiais sintetizados; 

 Imobilização da enzima colesterol oxidase; 

 Aplicação dos materiais de óxido de grafeno funcionalizados com líquido iônico 

e nanopartículas de ouro como biossensor colorimétrico na quantificação de colesterol 

total; 

 Avaliação da resposta do biossensor na presença de interferentes. 

 

3.3 Objetivos específicos do capítulo II 

 Síntese e caracterização do óxido de grafeno; 

 Preparação de ligantes de 2,1,3-benzotiadiazolas substituídas; 

 Funcionalização do óxido de grafeno com os ligantes derivados da 2,1,3-

benzotiadiazola; 

 Avaliação da importância do íon La3+ na funcionalização do óxido de grafeno com 

derivados de 2,1,3-benzotiadiazolas em diferentes proporções; 

 Caracterização dos materiais sintetizados; 

 Otimização do tempo de imobilização e quantidade da enzima colesterol oxidase 

no material sintetizado; 

 Aplicação dos materiais de óxido de grafeno funcionalizados com 2,1,3-

benzotiadiazolas substituídas, contendo ou não lantânio, como biossensores 

colorimétricos na quantificação de colesterol total; 
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 Avaliação da resposta dos biossensores na presença de interferentes; 

 Avaliação do armazenamento dos biossensores.  
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4 Materiais e métodos 

4.1 Materiais  

  Todos os reagentes utilizados nesse trabalho são da marca Sigma-Aldrich, exceto 

o peróxido de hidrogênio 30% que é da marca Vetec e os sais de fosfato de sódio 

monobásico e dibásico anidros P.A. que são da marca Neon. O hidrobrometo de 3-

bromopropilamina foi purificado, lavando-se com tetraidrofurano (THF) gelado até obter 

um sólido branco. Os outros reagentes foram utilizados sem necessidade de purificação. 

  As enzimas utilizadas nesse estudo foram a enzima peroxidase e a enzima 

colesterol oxidase. A enzima peroxidase de horseradish da marca Sigma-Aldrich em pó 

liofilizado (≥250 U mg-1 de proteína) foi utilizada para ambos capítulos desse estudo. No 

capítulo I, foi utilizada a enzima ChOx de microorganismos expressa em Escherichia coli 

da marca Sigma-Aldrich em pó liofilizado (≥50 units mg-1 proteína). Enquanto no 

capítulo II, foi utilizada a enzima ChOx de Streptomyces sp. da marca Sigma-Aldrich em 

pó liofilizado (≥20 units mg-1 proteína). 

 

4.2 Métodos 

  Para a caracterização dos materiais em ambos os capítulos desse estudo foram 

utilizadas as técnicas de espectroscopia na região do infravermelho com transformada de 

Fourier no modo de reflexão total atenuada (FTIR-ATR) utilizando o equipamento 

Bruker modelo Alpha-P de 4000 a 450 cm-1, com 32 scans e resolução de 4 cm-1. Também 

foi realizada a espectroscopia Raman utilizando um espectrômetro Horiba Jobin Yvon 

iHR320 excitado com laser de HeNe (632,8 nm) de 10 mW, com detector CCD 

Symphony refrigerado a nitrogênio líquido com lente de 50X e o diâmetro amostrado foi 

de aproximadamente 3 micrômetros. A análise elementar foi realizada no equipamento 

CHN SO PE 2400 series II da marca PerkinElmer. Os ligantes foram caracterizados por 

ressonância magnética nuclear (RMN) no equipamento da Varian 400 MHz com 

aproximadamente 10 mg de amostra em solvente deuterado e temperatura ambiente. 

  Adicionalmente, no capítulo I, os materiais foram caracterizados por difratometria 

de raios X, microscopia eletrônica de transmissão e espectroscopia de fotoelétrons 

excitados por raios X (XPS). As análises de difração de raios X (DRX) foram realizadas 

à temperatura ambiente em um equipamento D/Max 2500V/PC (Rigaku Corporation, 

Tokyo, Japan), com ângulo 2Ɵ de 5º a 50º e passo de 0.05º, utilizando uma fonte de 

radiação de Cu (Ka = 1.5418 Å). As imagens foram obtidas por microscopia eletrônica 
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de transmissão (MET), após metalização com ouro, em um microscópio da JEOL modelo 

JEM- 1200 EXII operando a uma tensão de aceleração de 80kV. Para realização das 

imagens de MET, poucos miligramas dos materiais foram dispersos em 2-propanol e uma 

gota dessa solução foi depositada sobre uma tela de cobre. Para as medidas de XPS no 

Laboratório Nacional de Luz Síncroton, os materiais de óxido de grafeno funcionalizado 

com líquido iônico foram dispersos em fita de carbono condutora e analisadas em modo 

long scan e nas regiões do N 1s, C 1s e Au 4f. Os espectros foram coletados usando um 

monocromador de cristal-duplo de InSb (111) em uma energia de fóton fixa de 1840 eV 

em um ângulo de incidência de 45° à temperatura ambiente. 

  No capítulo II, foram realizadas ainda análises de espectroscopia no ultravioleta-

visível (UV-vis), espectroscopia de fluorescência, XPS e análise termogravimétrica 

(TGA). Os espectros de UV-vis foram obtidos no espectrofotômetro da Shimadzu modelo 

UV-2450, enquanto os espectros de fluorescência de emissão e excitação foram obtidos 

no fluorímetro da Shimadzu modelo RF-5301PC. Ambos os experimentos foram 

realizados a temperatura ambiente utilizando cubeta de quartzo com 4 faces óticas de 1 

cm para análise de soluções. As medidas de XPS foram realizadas em um equipamento 

OMICRON (CHA - Concentric Hemisferical Analyser), utilizando radiação Al/Ka 

(1486,6 eV) e ânodo operado a 15 kV, 15mA e 225W. As amostras foram depositadas 

sobre fita de cobre em porta amostras de molibdênio e transferidas sob atmosfera para a 

pré-câmara. A pressão na câmara de análise foi de 1 ×10-9 mbar. Os espectros de varredura 

(survey) foram obtidos com uma energia de passagem de 50 eV e passo de 1 eV e as 

regiões específicas de interesse foram obtidas em uma resolução maior, energia de 

passagem de 10 eV e passo de 0.1 eV. Foram avaliadas as estabilidades térmicas dos 

materiais funcionalizados com derivados de BTD no equipamento TGA Q50, utilizando 

3 mg de material e operando com atmosfera de nitrogênio (40 mL min-1) até 700 ºC com 

taxa de aquecimento de 20 ºC min-1. 

 Para os ensaios de atividade dos biossensores produzidos, foi utilizado o 

espectrofotômetro de UV-vis da marca Shimadzu modelo UV-2450 no intervalo 400-600 

nm e velocidade rápida de varredura. 
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CAPÍTULO I  
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5 Procedimento experimental 

  Para a síntese dos materiais utilizados no capítulo I, foram preparados dois 

líquidos iônicos (LI 1 e LI 2) para funcionalização do óxido de grafeno (OG). 

Nanopartículas de ouro (Au NPs) foram depositadas sobre os materiais funcionalizados 

pelo método de sputtering. Então, a enzima colesterol oxidase foi imobilizada a fim de 

aplicá-los como biossensores para colesterol total. O Esquema 7 resume a rota de síntese 

dos materiais de óxido de grafeno funcionalizados com líquidos iônicos e nanopartículas 

de ouro com colesterol oxidase, que será detalhada nas próximas seções. 

 

 

Esquema 7. Rota de síntese dos materiais de óxido de grafeno funcionalizados com 

líquidos iônicos e nanopartículas de ouro com a enzima colesterol oxidase imobilizada 

para aplicação como biossensor. 

 

5.1 Síntese do óxido de grafeno 

  O óxido de grafeno (OG) foi sintetizado utilizando o método de Hummers e 

Offeman69 modificado e reportado por Wang.105 Em um balão de 2 L de três bocas, foram 

adicionados 3 g de grafite sobre 12 mL de ácido sulfúrico concentrado (H2SO4), 2,5 g de 

persulfato de potássio (K2S2O8) e 2,5 g de pentóxido de fósforo (P2O5); o sistema foi 

aquecido a 80 ºC e mantido sob agitação por 4,5 h. Após, a reação foi resfriada e foram 

adicionados 500 mL de água deionizada, mantendo sob agitação durante a noite. A 
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mistura foi filtrada em papel filtro (Quanty, diâmetro de poros de 28 m) e lavada com 

água destilada até que o filtrado atingisse pH neutro. O sólido foi seco ao ar durante a 

noite. O grafite pré-tratado foi colocado no balão de 2 L com 120 mL de H2SO4 

concentrado em banho de gelo. Foram adicionados lentamente 15 g de permanganato de 

potássio (KMnO4) mantendo a temperatura inferior a 20 ºC. A reação foi agitada a 35 ºC 

por 2 h. Então, a reação foi diluída com 250 mL de água deionizada e agitada por mais 2 

h. Por fim, foram acrescentados mais 700 mL de água deionizada e 30 mL de peróxido 

de hidrogênio 30%, a fim de consumir o excesso de KMnO4. O material obtido foi 

centrifugado a 3500 rpm por 30 min, lavado com HCl 10% (três vezes) e etanol (uma 

vez) e seco em estufa a vácuo (Fisher Scientific modelo 280A com controlador de 

temperatura) a 60 ºC por 3 h. 

Rendimento: aproximadamente 3,5 g. 

 

5.2 Síntese do líquido iônico brometo de 1-(3-aminopropil)-1H-imidazólio (LI 1) 

  O líquido iônico brometo de 1-(3-aminopropil)-1H-imidazólio (LI 1) foi 

sintetizado por meio de metodologia adaptada à previamente descrita na literatura 

(Esquema 8).106 Em um experimento típico, 11 mmol de imidazol (0,7723 g) foram 

misturados com 11 mmol de hidrobrometo de 3-bromopropilamina (2,4507 g) em 50 mL 

de acetonitrila. A reação ficou sob atmosfera de nitrogênio em refluxo por 24 h. O 

precipitado foi lavado com acetonitrila para remover o excesso de reagentes e seco à 

vácuo sob aquecimento. 

  A geometria do líquido iônico foi otimizada com o método semi-empírico PM6107 

sem efeito de solvente utilizando o programa MOPAC2016.108 

Rendimento: 79% após purificação (1,780 g). 

 

 

Esquema 8. Síntese do líquido iônico brometo de 1-(3-aminopropil)-1H-imidazólio (LI 

1). 

 

5.3 Síntese do líquido iônico brometo de 1,3-bis(3-aminopropil)-imidazólio (LI 2) 

  O líquido iônico dissubstituído brometo de 1,3-bis(3-aminopropil)-imidazólio (LI 

2) foi sintetizado de acordo com metodologia descrita na literatura (Esquema 9).109 Todo 
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o experimento foi realizado sob atmosfera de argônio. Em um experimento típico, 5,3 

mmol de hidreto de potássio (0,210 g) foi pesado em um Schlenk dentro da câmara de 

luvas. Na sequência, o hidreto de potássio foi diluído em 8 mL de THF e acoplou-se ao 

sistema um funil de adição contendo 5,3 mmol de imidazol (0,367 g) dissolvido em 8 mL 

de THF. Então, a solução de imidazol foi gotejada lentamente sobre o KH em banho de 

gelo. Ao terminar a adição, o banho de gelo foi removido e a solução ficou sob agitação 

por 2 h em temperatura ambiente. Em seguida, foram adicionados lentamente ao sistema 

20 mmol de hidrobrometo de 3-bromopropilamina (2,317 g) dissolvidos em 25 mL de 

THF com auxílio do funil de adição. A solução ficou reagindo por 12 h em condição de 

refluxo. O precipitado foi lavado com THF e seco à vácuo sob aquecimento. O sólido 

obtido foi diluído em água e o pH foi ajustado a 10 com adição de hidróxido de potássio. 

Finalmente, o solvente foi removido sob vácuo com aquecimento. 

 A geometria do líquido iônico foi otimizada com o método semi-empírico PM6107 

sem efeito de solvente utilizando o programa MOPAC2016.108 

Rendimento: 41% após purificação (0,566 g). 

 

 

Esquema 9. Síntese do líquido iônico brometo de 1,3-bis(3-aminopropil)-1H-imidazólio 

(LI 2). 

 

5.4 Síntese dos materiais de grafeno funcionalizados com líquidos iônicos (OG-LI) 

  A reação de funcionalização foi realizada conforme procedimento anteriormente 

reportado na literatura (Esquema 10).110 Em um balão de 250 mL foram adicionados 100 

mg de OG e 100 mL de água deionizada e colocou-se no banho de ultrassom por 1 h. Em 

seguida, foram adicionados 200 mg de líquido iônico, que corresponde a 0,97 mmol de 

LI 1 ou 0,76 mmol de LI 2. Alguns minutos depois foram acrescentados 200 mg de 

hidróxido de potássio e a mistura ficou sob agitação magnética a 80 °C por 24 h. O sólido 

obtido foi centrifugado a 3500 rpm por 30 min, lavado duas vezes com ácido clorídrico 

10% e uma vez com etanol. O óxido de grafeno funcionalizado (OG-LI) foi seco em 

estufa à vácuo a 60 °C por 4 h. Esses materiais foram denominados OG-LI 1 e OG-LI 2 

para óxido de grafeno funcionalizado com LI 1 e LI 2, respectivamente. 
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Esquema 10. Ilustração da preparação do óxido de grafeno funcionalizado com líquido 

iônico. (Adaptado de YANG, 2009110) 

 

5.5 Deposição das nanopartículas de ouro por sputtering 

  Realizou-se a deposição de nanopartículas de ouro nos materiais de OG-LI a fim 

de facilitar a imobilização da enzima e de melhorar a transferência eletrônica. 

Anteriormente à deposição, o material foi seco sob vácuo à temperatura ambiente por 2 

h. A deposição foi realizada utilizando o equipamento MED 020 da Bal-Tech no modo 

sputter, conforme Esquema 11. Foi utilizada uma voltagem de descarga de 40 mA (335 

V) em pressão de argônio de 2 Pa à temperatura ambiente por 120 s. O material (150 mg) 

foi colocado em uma placa de Petri de 3 cm de diâmetro paralela ao alvo de ouro e 

localizada a uma distância de 50 mm.111 

 

 

Esquema 11. Modelo simplificado da deposição de nanopartículas pelo método de 

sputtering. 
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5.6 Aplicação dos materiais de OG-LI/ Au NPs/ChOx como biossensor 

colorimétrico 

  A quantificação de colesterol total pelo método colorimétrico foi realizada de 

forma similar à utilizada em laboratórios de análises clínicas, descrita previamente por 

Allain e colaboradores como uma metodologia enzimática para determinação de 

colesterol total em soro fisiológico.16 A quantificação de colesterol foi realizada a partir 

da reação com o subproduto da reação de oxidação do colesterol: H2O2. O H2O2 reage 

com o reagente de cor utilizado catalisado pela enzima peroxidase, gerando o corante 

quinonimina (Esquema 1) e, então, a oxidação do colesterol é quantificada por 

espectroscopia na região do UV-vis em 500 nm. Para a realização de experimentos de 

quantificação de colesterol, foi preparado um reagente de cor composto por 500 mL de 

tampão de fosfato (Na2HPO4/NaH2PO4 35 mmol L-1 pH 7,0), 28 mmol L-1 de fenol (1,317 

g), 800 U L-1 de enzima peroxidase, 0,5 mmol L1 de 4-aminoantipirina (0,051 g) e 15 

mmol L1 de azida de sódio (0,487 g). Também foi preparada a solução tampão de fosfato 

0,1 mol L-1 a partir de 93 mL da solução 1 mol L-1 de Na2HPO4 e 7 mL da solução 1 mol 

L-1 de NaH2PO4, que foram diluídas a 1 L com água deionizada. O pH foi ajustado 

utilizando o pHmetro (modelo K39 da KASVI) com a solução de NaH2PO4 a fim de 

atingir pH 7,0. A solução tampão de fosfato preparada foi utilizada para solubilização da 

enzima ChOx e nos ensaios colorimétricos. Tanto a solução tampão como o reagente de 

cor foram armazenados à 4 °C durante o período dos experimentos. 

 

5.6.1 Imobilização da enzima colesterol oxidase (ChOx) 

  A imobilização da enzima colesterol oxidase foi realizada imergindo 3 mg do 

material (OG-LI 1/Au NPs ou OG-LI 2/Au NPs) em 500 L de solução contendo a 

enzima colesterol oxidase de microrganismos (2,15 U mL-1) em tampão de fosfato. Uma 

unidade de atividade de colesterol oxidase (U) foi definida como a quantidade de enzima 

que catalisa a conversão de 1 mmol de colesterol para 4-colesten-3-ona por minuto nas 

condições do experimento, utilizando a curva de calibração da enzima livre da Figura S1. 

O eppendorf contendo o material e a solução enzimática foi deixado parado na posição 

horizontal à 4 °C por 24 h a fim de proporcionar a adsorção da enzima na superfície do 

material. A fim de compreender o efeito de cada componente do material na imobilização 

da enzima, experimentos controle foram realizados imobilizando a enzima em óxido de 

grafeno puro (OG), nanopartículas de ouro depositadas sobre o óxido de grafeno (OG/Au 
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NPs) e nos materiais de óxido grafeno funcionalizados com líquido iônico (OG-LI 1 e 

OG-LI 2). Após 24 h de imersão, a mistura foi centrifugada, o suporte foi lavado uma vez 

com 1 mL de tampão de fosfato para retirada de enzimas não adsorvidas no material e 

centrifugada novamente. Os materiais sobre os quais foi imobilizada a enzima colesterol 

oxidase foram denominados OG-LI 1/Au NPs/ChOx, OG-LI 2/Au NPs/ChOx, OG-LI 

1/ChOx, OG-LI 2/ChOx, OG/Au NPs/ChOx e OG/ChOx. 

  Os sobrenadantes da solução de imobilização e de lavagem foram analisados a fim 

de determinar indiretamente a quantidade de enzima imobilizada. Aos 0,5 mL de 

sobrenadante, foram adicionados 0,5 mL de reagente de cor e 10L da solução de 

colesterol total de 200 mg dL-1 comercial, resultando em 1,98 mg dL-1 de colesterol total. 

A porcentagem de imobilização foi calculada a partir da quantidade de enzima detectada 

no sobrenadante da imobilização e líquidos de lavagem, segundo a equação 1.  

% 𝐼𝑚𝑜𝑏𝑖𝑙𝑖𝑧𝑎çã𝑜 = 100 − [
(𝐴𝑆+𝐴𝐿)

𝐴𝐸𝐿
𝑥100]    (1) 

Onde AS e AL são as atividades do sobrenadante de imobilização e da lavagem, 

respectivamente, e AEL é a atividade da enzima ChOx livre para 1,98 mg dL-1 de colesterol 

total.  



5.6.2 Quantificação de colesterol total pelo método colorimétrico 

  Em um experimento típico, foram adicionados 0,5 mL de tampão de fosfato, 0,5 

mL de reagente de cor (descrito em 5.6) e solução de colesterol total comercial (5 L a 

70L da solução de colesterol total de 200 mg dL-1) à 3 mg de OG-LI 1/Au NPs/ChOx 

ou OG-LI 2/Au NPs/ChOx (Esquema 12). Foram medidas diferentes quantidades de 

colesterol (0,995; 1,980; 3,921; 5,825; 9,524 e 13,084 mg dL-1) a fim de avaliar a 

linearidade na determinação do colesterol pela enzima imobilizada nos materiais; vale 

ressaltar que cada uma das medidas foi feita com diferentes alíquotas de 3 mg do mesmo 

material. A mistura foi incubada a 37 °C por 1 h - para simular as condições de 

temperatura do corpo - e a atividade da enzima no material foi calculada a partir da leitura 

da absorbância em 500 nm após ensaio da atividade conforme descrito acima. Também 

foi analisada a atividade da enzima nos seguintes materiais na quantificação de colesterol 

total: OG/Au NPs/ChOx e OG/ChOx.  
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Esquema 12. Etapas da reação colorimétrica de quantificação do colesterol: pesar 3 mg 

de material sólido em um eppendorf (A), adicionar tampão de fosfato, reagente de cor e 

solução de colesterol (B), incubar a 37 ºC por 1 h (C) e medir a absorção na região do 

UV-vis (D). 

 

  A atividade recuperada da enzima imobilizada em todos os materiais foi avaliada 

a partir da atividade recuperada utilizando uma concentração de 1,98 mg dL-1 de 

colesterol total. A atividade recuperada foi determinada medindo-se a atividade da enzima 

imobilizada no material (AM) e comparando essa atividade com a da enzima livre (AEL), 

segundo a equação 2. 

𝐴𝑡𝑖𝑣𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 𝑅𝑒𝑐𝑢𝑝𝑒𝑟𝑎𝑑𝑎 =
𝐴𝑀

𝐴𝐸𝐿
𝑥100   (2) 

 

5.6.3 Experimentos na presença de interferentes 

  Foram realizados testes com a presença dos principais interferentes na 

determinação de colesterol total: glicose, ácido ascórbico e ácido úrico, pois estes podem 

afetar a concentração de H2O2 no meio reacional.14 O procedimento experimental foi 

idêntico ao utilizado para quantificação de colesterol. Foram utilizados 3 mg de material 

(OG-LI 1/Au NPs/ChOx ou OG-LI 2/Au NPs/ChOx), 0,5 mL de tampão de fosfato, 0,5 

mL de reagente de cor e solução contendo interferente dentro da faixa de concentração 

na qual essas substâncias são encontradas no sangue: 0,1 mmol L-1 de glicose, 2,5 mol 

L-1- de ácido ascórbico ou 20 mol L-1 de ácido úrico.112A mistura foi incubada por 1 h a 

37 ºC e a atividade enzimática analisada pela leitura da absorbância em 500 nm por 

espectroscopia no UV-vis. Na sequência, o material utilizado para testar o interferente foi 

lavado com 1 mL de tampão de fosfato e reutilizado na detecção de colesterol (1,98 mg 

dL-1) sob as mesmas condições. 

 

5.6.4 Reutilização do biossensor 

  A reutilização do biossensor foi avaliada para os materiais OG-LI 1/ChOx e OG-

LI 2/ChOx. A quantificação do colesterol foi realizada conforme descrito na seção 5.6.2 
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para 1,98 mg dL-1. Ao finalizar cada ensaio, os materiais foram lavados duas vezes com 

1 mL de tampão de fosfato, armazenados a 4 ºC e um novo ensaio foi realizado em 24 e 

115h após a primeira avaliação. 
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6 Resultados e discussão 

 A fim de melhorar a eficiência do grafeno como biossensor colorimétrico, nesse 

capítulo foram estudados materiais de óxido de grafeno funcionalizados com líquidos 

iônicos com nanopartículas de ouro depositadas por sputtering. Os materiais foram 

caracterizados através das técnicas de ressonância magnética nuclear de hidrogênio 

(RMN 1H), espectroscopia na região do infravermelho por refletância total atenuada 

(FTIR-ATR), difração de raios X (DRX), análise elementar, espectroscopia Raman, 

microscopia eletrônica de transmissão (MET) e espectroscopia de fotoelétrons excitados 

por raios X (XPS).  

 

6.1 Caracterização dos líquidos iônicos 

  Nesse trabalho, foram projetadas duas estruturas de líquidos iônicos derivados 

cátion do imidazólio (Figura 8), que são moléculas capazes de estabilizar nanopartículas 

metálicas mesmo quando ligadas a suportes.49, 111 O líquido iônico 1 possui um 

grupamento terminal amina e o anel imidazólio enquanto o líquido iônico 2 possui as duas 

terminações amina, essenciais para a funcionalização do óxido de grafeno79 e também 

passíveis de realizar ligação de hidrogênio com biomoléculas.113 O tamanho das 

moléculas foi calculado de acordo com a distância entre os átomos mais extremos da 

geometria mais estável (de menor energia), sendo que o LI 2 apresentou duas 

conformações com pouca diferença energética (Figura 8). 

 

 

Figura 8. Estrutura dos líquidos iônicos derivados do cátion imidazólio. 
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  Os líquidos iônicos foram caracterizados por RMN 1H. O LI 1 apresentou os 

seguintes deslocamentos químicos (D2O, 400MHz): δ ppm 8,74 (s, 1 H), 7,48 (s, 1 H), 

7,42 (s, 1 H), 4,29 (t, 2 H), 3,02 (t, 2 H), 2,23 (m, 2 H), que corroboram com o LI similar 

descrito por Yang e colaboradores.110 Enquanto o LI 2 apresentou os seguintes 

deslocamentos químicos (D2O, 400MHz): δ ppm 8,65 (s, 1H), 7,43 (s, 2 H), 4,28 (t, 4 H), 

4,16 (m, 4 H), 2,70 (t, 4 H), 2,45 (m, 4 H), que confere com os deslocamentos do mesmo 

LI obtido por Li e colaboradores.109 

 

6.2 Caracterização dos materiais de óxido de grafeno funcionalizados com 

líquidos iônicos e nanopartículas de ouro 

  Os materiais de óxido de grafeno funcionalizados com LI 1 e LI 2 foram 

caracterizados por meio das técnicas de espectroscopias no FTIR-ATR e Raman, XPS, 

análise elementar e DRX e a deposição das nanopartículas de ouro pode ser confirmada 

através das técnicas de DRX e MET. 

  Na Figura 9 são apresentados os espectros de FTIR-ATR do óxido de grafeno 

(Figura 9A), do LI 1 e óxido de grafeno funcionalizado com LI 1 (Figura 9B) e do LI 2 e 

óxido de grafeno funcionalizado com LI 2 (Figura 9C). 
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Figura 9. Espectros de FTIR-ATR dos materiais óxido de grafeno (OG) (A), do LI 1 e 

óxido de grafeno funcionalizado com LI 1 (OG-LI 1) (B) e do LI 2 e óxido de grafeno 

funcionalizado com LI 2 (OG-LI 2) (C). 

 

  Analisando o espectro de FTIR-ATR do óxido de grafeno sintetizado pelo método 

de Hummers, podemos destacar a larga banda em 3700-3000 cm-1 referente aos grupos 

carboxílicos, hidroxilas e água, confirmando a hidrofilicidade do óxido de grafeno.114 A 

banda em 2800 cm-1 deve-se à sobreposição dos estiramentos simétrico e assimétrico da 

ligação CH2 que geralmente aparecem em 2930 e 2850 cm-1, respectivamente, presentes 

nos carbonos terminais das folhas de grafeno.114 Os carbonos não oxidados podem ser 

identificados através da banda em 1620 cm-1 referente ao estiramento C=C e ao 

dobramento da ligação H-O-H da água. Não se observa banda em 1570 cm-1 referente à 

vibração C-C dos domínios de grafite.115, 116 Por fim, podemos identificar as bandas 

características dos grupos oxigenados em 1720, 1170 e 1050 cm-1 referentes aos 

estiramentos C=O de carbonila e carboxila, C-OH e C-O, respectivamente.114-119 A 
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presença desses grupos oxigenados confirma a oxidação do grafite e facilita a fixação de 

biomoléculas através de ligações de hidrogênio, sendo um atrativo para aplicação desses 

materiais como biossensores.117 

  Na Figura 9B e C, observam-se os espectros dos líquidos iônicos 1 e 2, 

respectivamente, e do óxido de grafeno funcionalizada com cada um deles. Nos espectros 

dos líquidos iônicos puros – em preto na Figura 9B e C- identificam-se em 3100 cm-1 o 

estiramento C-H aromático e dois sinais do anel imidazólio em 1230 e 1470 cm-1, 

referentes ao estiramento C-N aromático e C=C aromáticos, respectivamente.120 Da 

cadeira carbônica lateral com o grupamento amina, observam-se as bandas em 2950 cm-

1 referentes ao estiramento CH2 alifático, em 3400 cm-1 o estiramento N-H de amina 

(provavelmente alargado devido à presença de água), em 1160 cm-1 devido ao estiramento 

C-N alifático e em 1560 e 750 cm-1 referentes aos dobramentos NH2 no plano e fora do 

plano, respectivamente.120 Observa-se que os espectros dos materiais funcionalizados são 

formados pela sobreposição de bandas referentes ao líquido iônico e ao óxido de grafeno. 

Destacam-se duas bandas intensas nos materiais funcionalizados que diferem do óxido de 

grafeno em 1375 e 1640 cm-1 atribuídas ao estiramento C-N e ao estiramento C=O de 

amida secundária.86, 106 A banda em 1570 cm-1, também referente a vibração C-C dos 

domínios de grafite, apresenta-se mais intensa nos materiais funcionalizados indicando 

uma tendência a essa estrutura.115, 116 Apesar de alguns trabalhos afirmarem que os 

líquidos iônicos com terminação amina se ligam ao óxido de grafeno através de amidação 

somente quando a carboxila é ativada previamente, não se descarta essa interação entre o 

líquido iônico e o óxido de grafeno.83 Outro indício da formação de amida é o alargamento 

da banda atribuída ao estiramento O-H com ligações de hidrogênio, sugerindo a presença 

de estiramento da ligação N-H que ocorre entre 3400-3500 cm-1. Podemos afirmar, 

portanto, que o líquido iônico reagiu com a maior parte dos grupos oxigenados 

superficiais e está ligado ao material preferencialmente de forma covalente por abertura 

de anel epóxido ou pela formação de amida, devido ao aumento de intensidade da banda 

C-N. A mudança na coloração do material de marrom para preto e insolubilidade em água 

apresentada pelo material após a reação, corroboram com essa afirmação. 

  A quantificação dos líquidos iônicos nos materiais funcionalizados foi realizada a 

partir da análise elementar e comparada com o material de óxido de grafeno não 

funcionalizado, conforme a Tabela 3. 
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Tabela 3. Análise elementar dos materiais funcionalizados com LIs e do suporte OG e 

porcentagem em massa e quantidade molar de LI estimada 

 % C % H % N % LIa n de LIb 

OG 43,28 2,35 0,15 - - 

OG-LI 1 43,60 3,60 7,51 36,09 0,17 

OG-LI 2 51,26 4,56 7,57 34,85 0,13 

aAs porcentagens de LI 1 e LI 2 foram calculadas a partir da porcentagem de nitrogênio no material 

subtraída da quantidade de nitrogênio no OG. bValor referente a quantidade molar, em mmol/100 mg de 

material. 

 

  Pela análise elementar dos materiais, vemos que a porcentagem em massa dos LIs 

nos materiais é aproximadamente 35%, ou seja, a quantidade de LI adicionada na síntese 

(200% em massa) foi muito superior ao necessário para reagir com os sítios oxigenados 

do OG. Possivelmente, os LIs estão ocupando a maior parte dos grupos oxigenados 

passíveis de funcionalização, nesse caso, embora por espectroscopia no FTIR-ATR ainda 

se observem grupos oxigenados remanescentes nos materiais funcionalizados. 

Adicionalmente, é possível observar que houve maior quantidade de LI 1 tanto molar 

como em massa no material modificado com este do que com LI 2.  

 A espectroscopia Raman é uma técnica bem estabelecida para caracterização de 

materiais de carbono, como grafite, grafeno, diamante, fulereno e nanotubos de carbono. 

Essa técnica permite distinguir as diferentes estruturas de carbono e é sensível a defeitos, 

tensão na cadeia, dopagem, arranjo das bordas e número de camadas.115, 121, 122 Na Figura 

10, estão apresentados os espectros de Raman do óxido de grafeno (Figura 10A) e óxido 

de grafeno funcionalizado com LI 1 e LI 2 (Figura 10B e C, respectivamente). 
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Figura 10. Espectros de Raman dos materiais de óxido de grafeno (A), óxido de grafeno 

funcionalizado com LI 1 (B) e óxido de grafeno funcionalizado com LI 2 (C). 

 

  A banda G é comum a materiais que possuem carbonos do tipo sp2 em ligações 

C-C, ocorrendo em torno de 1580 cm-1 para o grafeno e podendo apresentar deslocamento 

de acordo com o número de camadas.123, 124 Por outro lado, a banda D - única banda 

presente no espectro Raman do diamante em 1355 cm-1 125 - surge em decorrência dos 

defeitos na amostra, indicando o grau de desordem do material.114 Outro indicativo de 

desordem no material é a banda de dupla ressonância 2D (também chamado de G’) em 

2680 cm-1 com formato amplo e de baixa intensidade.114, 115 As bandas G e G’ são os 

modos permitidos por Raman para carbonos sp2,122 exclusivamente no caso do grafeno 

monocamada a banda G’ é mais forte que a banda G;126, 127 situação que se inverte quando 

se aumentam o número de camadas e defeitos no material. É evidente que nenhum dos 

materiais estudados nesse trabalho é formado por monocamada de grafeno, como 

sugerido pelos espectros da Figura 10. O material de óxido de grafeno não apresenta 

definição das bandas devido à efeito de espalhamento ocasionado pela alta concentração 

de grupos oxigenados.128 Os deslocamentos Raman da banda G dos materiais OG-LI 1 e 

OG-LI 2 foram 1585 cm-1 e 1570 cm-1, respectivamente; indicando material de grafeno 

com ligações do tipo sp2 C-C e um maior número de camadas quando modificado com o 

líquido iônico dissubstituído (LI 2) em relação ao análogo modificado com LI 1. A 

presença de defeitos na estrutura, ou seja, de carbonos sp3 devido à funcionalização com 

o líquido iônico é confirmada pela baixa intensidade da banda 2D e pela presença das 

bandas D e D+D’. A fim de avaliar o grau de desordem do grafeno, usualmente é feita a 

análise da razão de intensidade entre as bandas D e G (ID/IG).124 As razões ID/IG obtidas 
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foram de 1,39 e 1,26 para os materiais OG-LI 1 e OG-LI 2, respectivamente, indicando 

que o material modificado com LI 1 apresenta maior desordem devido ao efeito de 

borda.121 Tuinstra e Koening observaram que a razão ID/IG é inversamente proporcional 

ao tamanho efetivo do cristalito (La) em direção do plano grafítico.125 Logo, é possível 

calcular o tamanho de cristalito dos sítios grafíticos a partir da equação 3: 

𝐿𝑎 =
560

𝐸𝐿
4 (

𝐼𝐷

𝐼𝐺
)

−1

     (3) 

  onde EL é a energia do laser utilizado em eV,129 no caso desse trabalho o laser de 

He-Ne emite em 632.8 nm, que corresponde a 1,96 eV. Portanto, o La obtido para os 

materiais foi de 27,3 nm e 30,1 nm para OG-LI 1 e OG-LI 2, respectivamente. O valor de 

La sugere que o material modificado com LI 1 possui menos característica de grafite; 

enquanto o material com LI 2 apresenta maior interação entre as folhas de grafeno, 

sugerindo que o LI 2 possa estar agindo como ponte entre as folhas de grafeno, 

corroborando com o resultado observado pela análise elementar. Portanto, a 

espectroscopia Raman indica que o material OG-LI 2, que possui duas terminações amina 

passíveis de funcionalização, possui maior característica grafítica tanto devido ao 

tamanho efetivo de cristalito quanto devido ao maior número de camadas determinado 

pelo deslocamento da banda G, em relação ao material OG-LI 1. 

  Para compreender melhor a estrutura cristalina dos materiais, foi realizada a 

análise de difratometria de raios X de 5 a 50 graus (Figura 11). 
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Figura 11. Difratograma de raios X dos materiais OG (A), OG-LI 1 (B), OG-LI 1/Au 

NPs (C), OG-LI 2 (D) e OG-LI 2/Au NPs (E). 

 

  No difratograma do óxido de grafeno puro (Figura 11A), podemos confirmar a 

síntese do material pelo método de Hummers devido à presença do largo pico 

característico em 9,5° (d = 9,3 Å) que corresponde ao plano (002).114, 130-132 O grau de 

oxidação de materiais de óxido de grafeno é proporcional ao espaçamento entre camadas, 

podendo variar de 8 a 9,5 Å de acordo com a metodologia de síntese utilizada;115, 119 esse 

resultado mostra que o método utilizado nesse estudo foi eficiente para produzir um 

material com alto grau de oxidação. Os materiais funcionalizados apresentaram o pico de 

difração referente ao plano (002) em 7,5° e 7,3° – correspondendo a um espaçamento 

entre camadas de 11,8 Å e 12,1 Å – quando utilizado LI 1 (Figura 11B) e LI 2 (Figura 

11D), respectivamente. Devido ao maior espaçamento entre camadas comparado ao OG, 

pode-se concluir que o líquido iônico funcionalizou as folhas, atuando como espaçador 

entre camadas. Portanto, a distância interplanar do OG-LI 1, que é maior que o tamanho 

do LI 1 (8,358 Å, ver Figura 8), sugere que ouve ligação somente em uma extremidade e 
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que o LI na superfície contribui para a repulsão eletrostática entre as folhas de OG. 

Enquanto, no caso do LI 2 (10,989 a 12,340 Å, ver Figura 8), a distância interplanar do 

OG-LI 2 indica que há moléculas de LI 2 ligadas covalentemente pelas duas extremidades 

nas folhas de OG, formando uma estrutura semelhante ao grafite: folhas de grafeno 

intercaladas por líquido iônico. Complementarmente, um pico intenso em 28,3° (d = 3,3 

Å) característico de domínios de grafite115, 131, 132 está bem evidente no difratograma do 

material GO-LI 2 (Figura 11D). Esse resultado corrobora com o resultado encontrado por 

espectroscopia Raman de que o material OG-LI 2 apresenta estrutura grafítica, com 

regiões com pequenas distâncias entre as folhas de carbono. Observa-se um pico pouco 

intenso na região de 28° para o material GO-LI 1/Au NPs que pode ser um indicativo da 

aproximação das folhas de grafeno funcionalizadas em torno das nanopartículas de ouro 

(Figura 11C). A deposição das nanopartículas de ouro sobre os materiais GO-LI1/Au NP 

e GO-LI 2/Au NPs é confirmada no difratograma (Figura 11C e E) pelos picos em 38,2° 

e 40,5° que correspondem aos planos (111) e (200) do ouro, respectivamente.115, 133, 134 

  Por microscopia eletrônica de transmissão (MET), foi possível identificar as 

folhas de grafeno funcionalizado e as nanopartículas de ouro que correspondem às regiões 

cinza claro e escuro, respectivamente (Figura 12). A distribuição de tamanho de partícula 

foi realizada utilizando o programa ImageJ135 pela contagem do diâmetro de 200 

nanopartículas. 

 

 

Figura 12. MET dos materiais OG-LI 1/Au NPs (A) e OG-LI 2/Au NPs (B) com seus 

respectivos diagramas de distribuição de tamanho de partícula. 
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  As áreas de alta transparência indicam formação de filme muito fino (poucas 

camadas de grafeno funcionalizado), enquanto as áreas de média transparência indicam 

sobreposição de maior número de camadas.130 As nanopartículas de ouro apresentam 

forma esférica e boa dispersão sobre as folhas de grafeno funcionalizado, apresentando 

algumas regiões de aglomerados. O diâmetro médio das NPs de ouro foi de 5.4 ± 2.0 nm 

(Figura 12A) e 5.9 ± 2.1 nm (Figura 12B) quando depositadas sobre os materiais OG-LI 

1 e OG-LI 2, respectivamente. A estreita distribuição de tamanho das nanopartículas é 

uma vantagem do método de sputtering utilizado nesse trabalho e, por ser um método 

físico de deposição, evita a contaminação com outros reagentes químicos. Essa 

metodologia é vantajosa à medida que o tamanho de partícula pode ser controlado 

facilmente pela alteração dos parâmetros, como tempo, distância do alvo, corrente e 

voltagem aplicada.136 Adicionalmente, acredita-se que os líquidos iônicos derivados do 

cátion imidazólio utilizados provêm estabilização para as nanopartículas resultando em 

diâmetro pequeno e estreita distribuição de tamanho.49, 111, 136 

  Por fim, os materiais foram caracterizados por espectroscopia de fotoelétrons 

excitados por raios X a fim de compreender melhor a composição química na superfície 

do material. Na Figura 13 são apresentadas as medidas de XPS survey dos materiais, onde 

se observam picos referentes às regiões de C 1s, N 1s e Au 4f, cujos espectros de alta 

resolução se encontram na Figura 14. 

 

 

Figura 13. Medida de XPS survey do grafite (A), óxido de grafeno (B), OG-LI 1 (C) e 

OG-LI 2 (D). 
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Figura 14. Medidas de XPS de alta resolução nas regiões do C 1s, N 1s e Au 4f dos 

materiais de OG, OG-LI 1, OG-LI 2, OG-LI 1/Au NPs e OG-LI 2/Au NPs. Os pontos 

pretos representam os dados experimentais e a linha cinza, o melhor fitting.  

 

  Quando comparados os espectros survey dos materiais de grafite, óxido de grafeno 

e óxido de grafeno funcionalizado, podemos observar como era esperado um aumento no 

pico referente ao oxigênio devido à oxidação do grafite e o aparecimento do pico da região 

do N 1s para os materiais com líquido iônico. A razão C/O calculada para o grafite (Figura 

13A) foi de 20,13 enquanto que para o óxido de grafeno (Figura 13B) foi de 3,84, 

confirmando o alto grau de oxidação desse material.115, 137 A região do C 1s (Figura 14) 

foi decomposta em cinco picos: linhas vermelha, verde, azul, roxa e amarela referentes 

aos componentes químicos C=C, C–C, C–O–C, C=O e O=C–O, respectivamente.110, 115, 

130, 138 Após a funcionalização, a intensidade dos componentes oxigenados diminui 

juntamente com o aumento das regiões de C sp2 indicando a ligação dos líquidos iônicos 

nas regiões oxigenadas presentes no óxido de grafeno.139 Na região do N 1s (Figura 14), 

as linhas vermelha, verde e azul representam os componentes químicos NH (ligado ao 

grafeno), N do anel imidazólio18 e NH2, respectivamente.110, 140 A presença de amina 

terminal em 405,2 eV somente é observada no material OG-LI 2 e apresenta intensidade 

baixa, provavelmente porque há parte dos líquidos iônicos ligados ao grafeno somente 

por um dos lados. Por fim, os materiais que foram depositados com nanopartículas de 

ouro apresentam na região do Au 4f7/2 (Figura 14) as linhas vermelha e verde que 

representam os componentes químicos Au0 e Au+, respectivamente.141 No material OG-

LI 1/Au NPs é observado um dublete consistente com ouro no estado de oxidação Au0, 
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enquanto o material OG-LI 2/Au NPs também apresenta a componente Au+.141 A 

presença de ouro com carga positiva pode influenciar na imobilização da enzima e, 

consequentemente, a atividade do material.142 A quantidade relativa de Au encontrada 

por XPS nas amostras foi de 4%. 

 

6.3 Aplicação dos materiais de óxido de grafeno funcionalizados com líquidos 

iônicos 

  As reações promovidas por enzimas apresentam alta seletividade e resposta rápida 

e, por isso, a imobilização das enzimas em suportes é uma área de grande interesse, pois 

permite na maior parte das vezes, uma maior estabilidade e atividade enzimática 

propiciando ainda a reutilização das mesmas.143 O maior desafio nesse contexto é explorar 

novos materiais com morfologia e funcionalização de superfície adequadas para interagir 

com a enzima proporcionando um aumento na atividade catalítica.113 Nesse trabalho, os 

materiais de óxido de grafeno funcionalizados com líquidos iônicos e nanopartículas de 

Au foram aplicados no desenvolvimento de biossensores colorimétricos para a 

quantificação de colesterol total utilizando a enzima colesterol oxidase imobilizada no 

suporte como elemento de biorreconhecimento do analito. A quantidade de enzima 

colesterol oxidase foi otimizada, utilizando-se diferentes quantidade de ChOx em solução 

tampão de fosfato para 3 mg de material OG-LI 1/Au NPs ou OG-LI 2/Au NPs. A 

quantidade de ChOx que apresentou melhor resposta para o material OG-LI 1/Au NPs 

(Figura S2) foi escolhida para os ensaios.  

 Na Tabela 4, encontramos as porcentagens de imobilização e atividade recuperada 

para os materiais OG-LI 1/Au NPs, OG-LI 2/Au NPs e os materiais controle (OG/ChOx, 

OG/Au NPs/ChOx, OG-LI 1/ChOx e OG-LI 2/ChOx). 
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Tabela 4. Porcentagem de colesterol oxidase imobilizada nos materiais e atividade 

recuperada dos biossensores em relação à enzima livre 

Material Atividade recuperada após 

imobilização 

Porcentagem de enzima 

ChOx imobilizada no 

suporte 

Enzima livre (ChOx) 100% - 

OG-LI 1/Au NPs/ChOx 78% 93% 

OG-LI 2/Au NPs/ChOx 55% 92% 

OG/ChOx 215% 73% 

OG/Au NPs/ChOx 225% 73% 

OG-LI 1/ChOx 42% 58% 

OG-LI 2/ChOx 45% 54% 

 

  Primeiramente, observa-se que a imobilização da ChOx foi efetiva em todos os 

materiais, demonstrando que estes apresentavam um ambiente favorável para adsorver a 

enzima. Em relação à porcentagem de enzima imobilizada nos materiais de óxido de 

grafeno e óxido de grafeno com nanopartículas de ouro é de 73% em ambos os casos, 

demonstrando que a enzima interage com os sítios oxigenados do óxido de grafeno.117 A 

enzima pode, possivelmente, ter interagido com o OG de duas formas: por ligação 

química entre os grupos amina da ChOx e os grupos carboxila do suporte e/ou por ligação 

de hidrogênio entre os resíduos da enzima e os grupos oxigenados do OG.113 Ao 

funcionalizar o material com líquido iônico, a quantidade de enzima imobilizada é menor 

(54% e 58% para OG-LI 2/ChOx e OG-LI 1/ChOx, respectivamente), pois se perdem 

alguns sítios oxigenados; ainda assim há imobilização, provavelmente, tanto na superfície 

do óxido de grafeno reduzido através dos grupos oxigenados remanescentes como por 

ligação de hidrogênio com os grupos amina do líquido iônico. Um efeito sinergético é 

observado nos materiais de óxido de grafeno funcionalizados com líquido iônico e 

contendo nanopartículas de ouro que apresentam a maior porcentagem de imobilização 

(mais de 90%). Comparando com os análogos sem nanopartículas, pode-se inferir que a 

enzima também interage com o ouro, pois a porcentagem de enzima imobilizada diminui 

para menos de 60% na ausência da nanopartícula. A interação entre a enzima colesterol 

oxidase e o ouro pode ocorrer por duas interações: (i) através da ligação com os grupos 

tióis terminais dos resíduos de cisteína e/ou (ii) por interação eletrostática com a 

superfície das nanopartículas de ouro.50-53, 143 
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  A atividade recuperada é a atividade da enzima imobilizada no suporte em 

comparação à atividade da enzima livre. Ao imobilizar a enzima sobre os materiais OG-

LI/Au NPs, mesmo a porcentagem de enzima imobilizada sendo similar para materiais 

funcionalizados com os dois líquidos iônicos, a atividade recuperada foi de 78% e 55% 

para o com LI 1 e com LI 2, respectivamente. Essa diferença na atividade recuperada 

demonstra que a configuração do material influencia fortemente na atividade da enzima 

imobilizada. O biossensor OG-LI 2/Au NPs/ChOx - que apresenta uma estrutura 

preferencialmente do tipo grafite conforme identificado pelas técnicas de DRX, 

espectroscopia Raman e análise elementar – interage com a enzima provavelmente de 

forma que o sítio ativo fique menos exposto e/ou apresentam uma estrutura mais rígida, 

diminuindo a atividade da enzima após a imobilização.12, 17, 127, 144 Assim como, a maior 

proximidade entre as folhas de grafeno pode ter prejudicado a difusão do colesterol ao 

sítio ativo da enzima dificultando a sua ação no biossensor. Por outro lado, o biossensor 

OG-LI 1/Au NPs/ChOx, que apresenta maior similaridade com grafeno, possibilitou uma 

melhor difusão do colesterol ao sítio ativo da enzima, aumentando a atividade 

recuperada.17, 144  

  Comparando esses materiais com os análogos sem nanopartículas metálica, 

observa-se a importância da presença de nanopartículas de Au na composição do material, 

pois devido ao aumento de ChOx imobilizada pela presença do ouro, há aumento na 

atividade. Como visto anteriormente, as biomoléculas tendem a adsorver na superfície 

das nanopartículas de ouro devido à sua biocompatibilidade e também aos resíduos 

cisteína.20 A presença de Au+, observado no OG-LI 2/Au NPs por XPS, pode ser um 

outro fator que influencia na ação do biossensor à medida que facilita a coordenação de 

grupos doadores de elétrons na superfície das nanopartículas.142 Tendo em vista que o 

ponto isoelétrico da enzima colesterol oxidase é 5,4;145 a enzima apresenta carga negativa 

nas condições do experimento, propiciando uma interação mais forte com o material OG-

LI 2/Au NPs o que pode ter ocasionado uma maior rigidez na sua estrutura e, 

consequentemente, diminuído a atividade do biossensor comparado ao análogo com LI 

1. Espera-se que aliando as propriedades elétricas do grafeno e das NPs de Au, haja uma 

melhora na transferência eletrônica entre o centro redox da enzima e o suporte. Esse efeito 

pode acelerar a regeneração da enzima ChOx e, consequentemente, aumentar a ação do 

biossensor.143 

  Na Figura 15, podemos ver as respostas dos materiais para concentrações de 

colesterol total de 1 a 13 mg dL-1. A enzima livre e os biossensores OG-LI 1/Au NPs e 
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OG-LI 2/Au NPs apresentaram relação linear entre a quantidade de colesterol da solução 

e a quantidade detectada pelo método colorimétrico, os espectros de UV-vis e a curva de 

analítica podem ser consultados nas Figuras S3-S8. As equações das curvas analíticas 

bem como os coeficientes de regressão linear e sensibilidade são apresentados na Tabela 

5.  

 

 

Figura 15. Determinação de colesterol livre pelo método colorimétrico por diferentes 

materiais (A) e imagem do típico ensaio colorimétrico utilizado os materiais OG-LI 1/Au 

NPs/ChOx (B) e OG-LI 2/Au NPs/ChOx (C). 

 

Tabela 5. Equação da curva analítica, coeficiente de regressão linear e sensibilidade dos 

materiais na determinação de colesterol total. 

Material Equação da curva 

analítica 

Coeficiente de 

regressão linear (R²) 

Sensibilidadea 

 

Enzima livre (ChOx) y=0,1771x-0,0456 0,9991 0,1771 

OG-LI 1/Au 

NPs/ChOx 

y=0,1274x-0,0261 0,9951 0,1274 

OG-LI 2/Au 

NPs/ChOx 

y=0,0969x-0,0655 0,9889 0,0969 

aA sensibilidade se refere ao coeficiente angular da equação da curva analítica cuja unidade é a razão entre 

a absorbância em unidades arbitrárias e a concentração de colesterol (mg dL-1). 

 

  Ambos materiais desenvolvidos nesse capítulo apresentaram linearidade quanto à 

determinação de colesterol total nas concentrações avaliadas (Figura 15A). Comparado à 
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enzima livre, a intensidade do sinal gerado quanto utilizado os materiais OG-LI/Au NPs 

é menos intensa, como observado pela atividade recuperada. No entanto os materiais 

apresentam alto potencial para serem aplicados no desenvolvimento de biossensores 

colorimétricos portáteis, pois a enzima se encontra imobilizada, não sendo descartada no 

processo. 

  A sensibilidade dos biossensores foi de 0,1274 e 0,0969 u.a. dL mg-1 para OG-LI 

1/Au NPs/ChOx e OG-LI 2/Au NPs/ChOx, respectivamente, apresentando um valor 

razoável quando comparado à enzima livre (0,1771 u.a. dL mg-1). Observando a Figura 

15B e 15C, a coloração avermelhada da solução é mais intensa quanto maior a 

concentração de colesterol total, permitindo a avaliação do nível de colesterol pelo 

gradiente de cor mesmo a olho nu. Apesar da porcentagem de imobilização de enzima ser 

similar para os materiais OG-LI 1/Au NPs/ChOx e OG-LI 2/Au NPs/ChOx, o material 

modificado com LI 1 apresentou uma resposta mais intensa quando comparado ao 

análogo com LI 2 (Figura 15A). Provavelmente isso se deve à característica dos materiais 

que apresenta uma estrutura mais parecida com grafeno no caso do OG-LI 1/Au NPs e 

mais parecida com o grafite para o OG-LI 2/Au NPs, com o líquido iônico fazendo ligação 

com mais de uma folha de grafeno e dificultando difusão do colesterol, a exposição do 

sítio ativo e mobilidade da enzima, como discutido anteriormente. 

 A fim de entender melhor qual a contribuição do líquido iônico, a enzima foi 

imobilizada no óxido de grafeno (OG/ChOx) e óxido de grafeno com nanopartículas de 

ouro (OG/Au NPs/ChOx). Para os dois materiais, a quantidade de enzima imobilizada é 

similar (ver Tabela 4), porém menor que no material funcionalizado com líquido iônico 

e NPs de ouro. Ao observar a atividade do material na quantificação de colesterol total 

(Figura 15A), no entanto, pode-se concluir que tanto OG/ChOx como OG/Au NPs/ChOx 

não são capazes de diferenciar a concentração de colesterol pelo método colorimétrico à 

medida que não são sensíveis à variação da concentração. Adicionalmente, a atividade 

recuperada dos materiais não funcionalizados (ver Tabela 5) é superior a 100%, ou seja, 

a coloração produzida possivelmente apresenta outras origens além do peróxido 

produzido pela oxidação do colesterol presente. Os materiais OG e OG/Au NPs foram 

testados sem enzima para a concentração de 19,8 mg L-1 de colesterol total e apresentaram 

coloração correspondente à 132% e 74% da atividade, respectivamente. Como não havia 

enzima presente, a coloração não foi causada pela oxidação do colesterol, mas devido a 

dois possíveis fatores: a presença de grupos carboxila na superfície do grafeno que podem 

ser reduzidos pela enzima peroxidase do reagente de cor e a solubilização de óxido de 
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grafeno no tampão de fosfato, aumentando a absorção em 500 nm.146, 147 Esse resultado 

evidencia a importância do líquido iônico na composição do biossensor para colesterol, 

reagindo com os grupamentos oxigenados de superfície e tornando o suporte insolúvel 

em água, resultando em um efeito decisivo na distinção da concentração de colesterol. 

Outra possibilidade é de que o óxido de grafeno atue como catalisador mimético da 

peroxidase e, quando combinado com a ChOx, atue aumentando a resposta na detecção 

do H2O2 em relação ao sistema somente com peroxidase, como observamos para os 

materiais OG/ChOx e OG/Au NPs/ChOx, gerando uma saturação do sinal.146 

  Posteriormente, foram realizadas análises de reutilização e estabilidade ao 

armazenamento a 4 ºC do biossensor após 24 h e 115 h. Após 115 h do primeiro teste, a 

determinação de colesterol total diminuiu para 52% e 81% do valor inicial quando 

utilizado OG-LI 1/Au NPs/ChOx e OG-LI 2/Au NPs/ChOx, respectivamente. Esse 

decréscimo na atividade ocorre, possivelmente devido ao lixiviamento da enzima com as 

lavagens realizadas após o teste de estabilidade e devido à estocagem do material 

imobilizado.7 Visto que o OG-LI 2/Au NPs/ChOx manteve 81% da atividade inicial, isso 

sugere que houve uma interação mais forte da enzima imobilizada com a estrutura 

grafítica deste material e as nanopartículas de ouro, possivelmente levando a uma maior 

estabilidade da estrutura da ChOx.7 Essa análise de estabilidade e reutilização confirma a 

aplicabilidade desses biossensores na determinação de colesterol, sendo possível a 

realização em mais de uma medida com o mesmo material em análises clínicas. A partir 

de todos resultados obtidos, foi proposto um modelo (Figura 16) para exemplificar a 

atuação dos biossensores. À esquerda está o material OG-LI 1/Au NPs/ChOx e a direita, 

o material OG-LI 2/Au NPs/ChOx. Por apresentar o líquido iônico em ponte entre as 

folhas de grafeno, o material OG-LI 2/Au NPs/ChOx apresentaram uma menor ação na 

quantificação do colesterol. 
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Figura 16. Proposta da detecção de colesterol total pelos materiais OG-LI 1/Au 

NPs/ChOx e OG-LI 2/Au NPs/ChOx. 

 

 Também foram realizados experimentos com os principais interferentes no plasma 

sanguíneo para colesterol total, como glicose (0,1 mmol L-1), ácido ascórbico (2,5 mol 

L-1) e ácido úrico (20 mol L-1),112 a fim de verificar a aplicabilidade desses materiais 

como biossensores em matrizes mais complexas. As absorbâncias em 500 nm obtidas 

para estes interferentes (Figura 17), mesmo em concentrações altas encontradas em 

biofluídos, são negligenciáveis (menor que 10%) frente à absorbância obtida para 

colesterol. Os materiais ainda foram reutilizados e aplicados na detecção de colesterol 

total, demonstrando que os interferentes não inibiram a atividade enzimática. 

 

 

Figura 17. Análise de interferentes e de colesterol total pelo método colorimétrico 

utilizando os materiais OG-LI 1/Au NPs/ChOx (a) e OG-LI 2/Au NPs/ChOx (b). 
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  Por fim, os biossensores produzidos nesse trabalho foram comparados com 

materiais análogos da literatura (Tabela 6). 

 

Tabela 6. Comparativo da resposta analítica de vários biossensores para colesterol 

Material Método Faixa linear 

(mol L-1) 

Referência 

OG-LI 1/Au NPs/ChOx Colorimétrico 25-340 Trabalho atual 

OG-LI 2/Au NPs/ChOx Colorimétrico 25-340 Trabalho atual 

Au@Ag NPs core-

shell/ChOx 

Colorimétrico 0,3-300 Zhang, 201642 

GCE/Au NPs em 

LI/ChOx 

Voltamétrico 0,1-50 Dong, 2014148 

GCE/rOG-

LI/catalase/ChOx 

Cronoamperométrico 0,25-5/ 

5-215a 

Gholivand, 201490 

GCE/grafeno-Nafion/Pt 

NPs/ChOx-ChEt 

Amperométrico 5-35 Dey, 2010149 

aDuas faixas lineares. ChEt = Colesterol esterase, GCE = eletrodo de carbono vítreo. 

 

  Observando os resultados apresentados na Tabela 6, notavelmente os materiais 

produzidos nesse trabalho apresentaram uma faixa de quantificação larga de 25 a 340 

mol L-1 (9,95 a 130,84 mg L-1), que é uma faixa ampla comparado com os materiais 

similares da literatura. Essa faixa linear demostra que os biossensores podem ser 

aplicados, por exemplo, para teste de plasma em análise clínica, utilizando um fator de 

diluição de 1:20. Nessas condições, os materiais seriam capazes de quantificar deficiência 

de colesterol (<150 mol L-1), níveis normais de colesterol e colesterol alto (>260 mol 

L-1).16  

  Outra possibilidade seria aplicá-los como biossensores não invasivos, utilizando 

amostras de saliva na proporção 1:1 com o reagente de cor. Segundo Eom e 

colaboradores, a concentração de colesterol na saliva pode variar de 10 a 320 mol L-1, 

correspondendo a uma faixa de 5 a 160 mol L-1 considerando o fator de diluição da 

análise, sendo possível avaliar níveis normais e altos de colesterol com os biossensores 

produzidos nesse capítulo.12 
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7 Conclusões parciais do capítulo I 

 

  No capítulo I desse estudo foram sintetizados dois líquidos iônicos derivados do 

cátion imidazólio com um ou dois grupamentos amina terminais. O óxido de grafeno foi 

então funcionalizado com os líquidos iônicos e nanopartículas de ouro, com diâmetro de 

aproximadamente 5 nm, foram depositadas por sputtering. Os materiais foram 

caracterizados por espectroscopia no FTIR-ATR e Raman, análise elementar, MET, DRX 

e XPS.  

  O líquido iônico foi decisivo na formação da estrutura do material à medida que a 

funcionalização ocorreu de forma covalente. Enquanto o material funcionalizado com LI 

1 apresentou estrutura do tipo grafeno, o material com LI 2 formou uma estrutura grafítica 

com os líquidos iônicos em ponte entre as folhas de grafeno. Os materiais obtidos foram 

aplicados como biossensores colorimétricos na quantificação de colesterol total. 

Observou-se um efeito sinergético entre o grafeno funcionalizado e as nanopartículas de 

ouro depositadas, resultando em mais de 90% de imobilização da enzima ChOx nesses 

materiais, sendo imobilizada uma quantidade muito menor de enzima nos materiais 

funcionalizados sem ouro. O óxido de grafeno puro e depositado com Au NPs não foram 

capazes de distinguir as diferentes concentrações de colesterol, demonstrando que o 

líquido iônico é determinante na produção do biossensor, além de auxiliar na formação 

de estrutura do material. 

  Quando comparadas as atividades dos materiais OG-LI 1/Au NPs/ChOx e OG-LI 

2/Au NPs/ChOx, o material modificado com LI 1 foi mais ativo para a quantificação de 

colesterol total, provavelmente devido à estrutura tipo grafeno que permite ao substrato 

acessar mais facilmente o sítio ativo da enzima. Em contrapartida, o LI 2 favoreceu a 

estrutura grafítica devido a possibilidade de se ligar ao OG pelas duas extremidades, 

dificultando a difusão do colesterol e/ou mobilidade e exposição do sítio ativo da enzima 

imobilizada. As atividades recuperadas obtidas foram de 78% e 55%, enquanto as 

sensibilidades foram de 0,1274 e 0,0969 u.a. dL mg-1 para OG-LI 1/Au NPs/ChOx e OG-

LI 2/Au NPs/ChOx, respectivamente. Quando comparados com materiais análogos na 

literatura, os biossensores produzidos nesse trabalho apresentaram uma larga faixa de 

detecção, sendo capazes de distinguir desde deficiência de colesterol até altos níveis de 

colesterol em amostras de sangue (com fator de diluição 1:20) ou em amostras de saliva 

(com fator de diluição 1:1). Foram realizados testes de reutilização em 115 h, onde o 
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material ainda se mostrou ativo após esse período estocado à 4 °C, demonstrando a 

possibilidade de reutilização desse material para mais de uma análise. Por fim, os testes 

com interferentes (glicose, ácido ascórbico e ácido úrico) demonstraram que a resposta 

para tais analitos é insignificante frente à determinação de colesterol, indicando alta 

seletividade.  

  Portanto, os biossensores produzidos no capítulo I desse trabalho - óxido de 

grafeno funcionalizado com líquidos iônicos derivados do cátion imidazólio e com 

nanopartículas de Au depositadas por sputtering- podem ser aplicados e reutilizados na 

quantificação colorimétrica de colesterol com linearidade em uma larga faixa de detecção 

e sem interferência dos principais compostos presentes no plasma sanguíneo.   
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CAPÍTULO II  
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8 Procedimento experimental 

 Para a síntese dos materiais utilizados no capítulo II, foram preparados dois 

ligantes derivados do núcleo BTD (BTDIm e BTDAc) para funcionalização do óxido de 

grafeno (OG). Foram preparados materiais com lantânio e sem, a fim de compreender se 

o La3+ atuaria como agente coordenante dos derivados de BTD na superfície do óxido de 

grafeno. Então, a enzima colesterol oxidase foi imobilizada com o intuito de aplicá-los 

como biossensores para colesterol total. O Esquema 13 resume a rota de síntese dos 

materiais de óxido de grafeno funcionalizados com derivados de BTD e com colesterol 

oxidase. Cada etapa será descrita individualmente nas próximas seções. 

 

 

Esquema 13. Rota de síntese dos materiais de óxido de grafeno funcionalizados com 

derivados de BTD na presença ou não de La+3 e a enzima colesterol oxidase para 

aplicação como biossensor. 

 

8.1 Síntese da 4,7-dibromo-2,1,3-benzotiadiazola 

  Inicialmente foi sintetizado o 4,7-dibromo-2,1,3-benzotiadiazola, precursor dos 

ligantes derivados de BTD utilizados nesse trabalho, segundo procedimento já descritos 

na literatura (Esquema 14).96, 150 Em um balão de 3 bocas de 1 L foram acoplados um 

condensador de refluxo e um funil de adição. Então, foram adicionados 2,1,3-

benzotiadiazola (33,12 mmol, 4,5096 g) e 74 mL de HBr ao balão. A solução foi agitada 

vigorosamente e aquecida a 130 °C, com fluxo contínuo de argônio. Foi adicionado 

lentamente uma solução de bromo (97,58 mmol, 5 mL) em HBr (50 mL) por gotejamento 
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durante 60 min. Após o término da adição, verteu-se ao balão mais 100 mL de HBr e o 

refluxo foi mantido durante 6 h sob agitação vigorosa. A reação apresentou inicialmente 

uma coloração alaranjada escuro e, com o passar do tempo, foi precipitando sólido 

amarelo claro. Após 6 h de reação, o aquecimento foi desligado, a mistura foi resfriada a 

temperatura ambiente e foi adicionada uma solução saturada de NaHSO3 a fim de reagir 

com o bromo residual. A mistura foi filtrada em funil de Büchner, o sólido foi lavado 

abundantemente com água até que o pH ficasse neutro e, por fim, lavou-se com éter 

etílico. O sólido amarelo foi seco ao ar durante a noite.  

Rendimento: 3,585 g; 12,2 mmol (36%). 

 

 

Esquema 14. Reação de bromação da 2,1,3-benzotiadiazola. 

 

8.2 Síntese da 4,7-bis-(imidazol-1-il)-2,1,3-benzotiadiazola 

  A 4,7-bis-(imidazol-1-il)-2,1,3-benzotiadiazola será denominada BTDIm nesse 

trabalho e foi sintetizada de acordo com o procedimento descrito por Souza (Esquema 

15).150 A BTDIm foi sintetizada a partir da 4,7-dibromo-2,1,3-benzotiadiazola (3,585 g, 

12,2 mmol), que foi adicionada a um Schlenk contendo K2CO3 (3,647g, 26,4 mmol), CuO 

(0,097 g, 1,22 mmol), imidazol (2,216 g, 32,55 mmol) e 4 mL de dimetilsulfóxido 

(DMSO). A reação foi conduzida em atmosfera de argônio a 140 ºC por 48 h sob agitação 

magnética. O solvente foi removido sob vácuo e aquecimento e o sólido foi purificado 

por cromatografia em coluna de sílica, utilizando metanol/acetato de etila como eluente 

(iniciando com 10:90 até 50:50 v/v). 

Rendimento: 1,502 g; 5,59 mmol (46% após purificação). 

 

 

Esquema 15. Síntese da 4,7-bis-(imidazol-1-il)-2,1,3-benzotiadiazola (BTDIm). 
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8.3 Síntese da 4,7-bis-[1-carbóximetil-(imidazólio-3-il)]-2,1,3-benzotiadiazola 

  A 4,7-bis-[1-carbóximetil-(imidazól-3-il)]-2,1,3-benzotiadiazola será 

denominada BTDAc nesse trabalho e foi sintetizada de acordo com o procedimento 

descrito por Souza (Esquema 16).150 Em um balão de 50 mL com condensador de refluxo, 

foram adicionados BTDIm (0,685 g, 2,56 mmol) e ácido cloroacético (0,657 g, 6,32 

mmol) em 10 mL de acetonitrila. A reação foi conduzida a 90 ºC durante 5 dias sob 

agitação magnética. O solvente foi removido por decantação e o produto, de coloração 

amarelo pálido, foi purificado lavando-se sucessivas vezes com isopropanol a quente e 

seco sob vácuo. 

Rendimento: 0,377 g; 0,82 mmol (32% após purificação). 

 

 

Esquema 16. Síntese da 4,7-bis-[1-carbóximetil-(imidazól-3-il)]-2,1,3-benzotiadiazola 

(BTDAc). 

 

8.4 Síntese do óxido de grafeno 

  O óxido de grafeno foi sintetizado pelo método de Hummers, segundo a mesma 

metodologia descrita na seção 5.1. 

 

8.5 Síntese do óxido de grafeno com lantânio 

  O material de óxido de grafeno com lantânio (OG-La) foi sintetizado conforme 

trabalhos descritos na literatura.94, 95 Em um experimento típico, 450 mg de óxido de 

grafeno foi disperso em 450 mL de água deionizada no ultrassom por 1 h (solução 1 mg 

mL-1). Então, foi adicionado 9 mg de La(NO3)3 
. 6H2O (6% em massa de La3+, 0,21 mmol) 

e deixou-se a reação sob agitação por 20 h a temperatura ambiente. O material obtido foi 

centrifugado a 3500 rpm por 30 min, lavado duas vezes com água e duas vezes com 

etanol. O sólido obtido foi seco em placa de Petri na estufa a vácuo a 60 ºC por 3 h.  

Rendimento: aproximadamente 400 mg. 
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8.6 Síntese dos materiais de grafeno funcionalizados com derivados de BTD 

  A funcionalização do OG-La com os derivados de BTD sintetizados nesse 

trabalho foi inspirada no procedimento de funcionalização com bipiridina reportado por 

Zhang e colaboradores.94 Em um balão de 500 mL, foram adicionados 100 mg de OG-La 

e 200 mL de água deionizada, que ficou no banho de ultrassom por 1 h (solução 0,5 mg 

mL-1). Então, foi adicionado o derivado de BTD (BTDIm ou BTDAc) nas proporções 

molares 2:1 ou 1:1 (La:BTD). Devido à baixa solubilidade da BTDIm em água, a BTDIm 

foi previamente solubilizada em 5 mL de metanol. A reação ocorreu sob agitação por 18 

h a temperatura ambiente. O material obtido foi centrifugado a 3500 rpm por 30 min, 

lavado duas vezes com água e duas vezes com etanol. O sólido obtido foi seco em placa 

de Petri na estufa a vácuo a 60 ºC por 3 h. Esses materiais foram denominados OG-La-

BTDIm e OG-La-BTDAc, seguido da proporção La:BTD. Também foram sintetizados 

análogos sem lantânio, seguido o mesmo protocolo na mesma quantidade da proporção 

2:1. Esses materiais foram denominados OG-BTDIm e OG-BTDAc. O Esquema 17 

simplifica as interações esperadas para os materiais funcionalizados com BTD, segundo 

Zhang e colaboradores.94 

Rendimento: 70-90 mg para os materiais OG-La-BTD e 50 mg para os materiais OG-

BTD. 

 

Esquema 17. Esquema dos três tipos de materiais sintetizados com BTDIm ou BTDAc: 

OG funcionalizado com BTD, OG-La com BTD na proporção 2:1 (B) e na proporção 1:1 

de La:BTD (C). 
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8.7 Aplicação dos materiais de OG-La-BTD/ChOx como biossensor colorimétrico 

  Os materiais foram utilizados como suporte para a imobilização da enzima 

colesterol oxidase e aplicados como biossensores colorimétricos para determinação de 

colesterol total, utilizando o método de Allain (Esquema 1).16 

 

8.7.1 Preparação das soluções para o biossensor de colesterol 

  Para imobilização e medição da atividade da enzima no biossensor, foram 

preparadas 4 soluções: solução tampão de fosfato, reagente de cor, solução estoque da 

enzima colesterol oxidase e solução de colesterol.  

  A solução tampão de fosfato foi preparada a partir dos sais sódicos de fosfato. 

Primeiramente foram pesados 12 g de NaH2PO4 e 14,2 g de Na2HPO4 e cada um dos 

sólidos foi diluído individualmente a 100 mL com água deionizada, resultando em 

soluções 1 mol L-1 de cada sal. Então misturou-se 46,5 mL da solução de Na2HPO4 1 mol 

L-1 e 3,5 mL da solução de NaH2PO4 1 mol L-1, diluindo-se a 500 mL com água 

deionizada. O pH da solução foi regulado utilizando as soluções estoque 1 mol L-1 e 

obteve-se uma solução tampão de fosfato 0,1 mol L-1 com pH 7±0,05. Essa solução 

tampão de fosfato foi utilizada para a preparação de todas as soluções seguintes, nas 

lavagens e nas reações de quantificação de colesterol descritas a seguir. 

  No capítulo II desse trabalho, foi utilizada a enzima colesterol oxidase de 

Streptomyces sp. A enzima liofilizada com 100 U mg-1 de proteína foi solubilizada em 5 

mL de tampão de fosfato e separada em várias alíquotas (solução estoque da enzima, 20 

U mL-1 conforme dados fornecidos pelo fabricante), que ficaram armazenadas no freezer. 

A atividade da enzima nas condições do experimento foi posteriormente determinada. 

  O reagente de cor utilizado consiste em uma solução contendo 28 mmol L-1 de 

fenol, 0,5 mol L-1 de 4-aminoantipirina, 15 mmol L-1 de azida sódica e 800 U L-1 de 

enzima peroxidase diluídos em tampão de fosfato 35 mmol L-1. Após preparado, o 

reagente foi armazenado à 4 °C durante o período dos experimentos. Esse reagente é 

responsável pela quantificação colorimétrica do peróxido de hidrogênio formado na 

oxidação do colesterol, conforme Esquema 1. 

  Para preparar a solução de colesterol 200 mg dL-1 (5,17 mmol L-1), 40 mg de 

colesterol foram dissolvidos em 2 mL de isopropanol a 60 ºC com agitação vigorosa 

(solução I). Em um outro recipiente, foi preparada uma solução contendo 2 g de Triton 

X-100 em 9 mL de tampão de fosfato (solução II). A solução II ficou sob agitação 
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vigorosa a 37 ºC e, então, a solução I foi adicionada gota a gota, a fim de evitar a 

precipitação do colesterol. A solução de colesterol preparada foi armazenada à 4 °C 

durante o período dos experimentos. 

 

8.7.2 Otimização do tempo de reação para medição da atividade enzimática 

  Em uma cubeta de quartzo de 4 mL, foram adicionados 500 L do reagente de 

cor, 500 L de tampão de fosfato, 50 L de solução de colesterol 200 mg dL-1 e 1 L da 

solução estoque de enzima. A solução foi incubada a 37 ºC e a absorbância medida a cada 

5 min. 

 

8.7.3 Otimização da quantidade de enzima colesterol oxidase utilizada no processo de 

imobilização nos materiais sintetizados 

  Para a otimização da quantidade de enzima colesterol oxidase, soluções contendo 

diferentes quantidades de enzima ChOx (0,02; 0,04; 0,08 e 0,20 U mL-1, conforme dados 

fornecidos pelo fabricante) em tampão de fosfato foram adicionadas ao material OG-La-

BTDIm 2:1. A mistura contendo 1 mg de material e 500 L de solução enzimática foi 

mantida a 4 ºC por 24 h para proceder a imobilização. Como controle, foram analisadas 

amostras contendo apenas tampão e o material OG-La-BTDIm 2:1 (sem enzima) e uma 

outra amostra com tampão e a enzima, mas sem material. Após 24 h, o material foi 

centrifugado a 13000 rpm por 2 min, lavado duas vezes com tampão de fosfato e testado 

para quantificação de colesterol utilizando 500 L do reagente de cor, 500 L de tampão 

de fosfato, 50 L de solução de colesterol 200 mg dL-1. Às alíquotas de material sem 

enzima, sobrenadantes (de imobilização e de lavagem) e de enzima livre, foram 

adicionadas as mesmas quantidades de reagente de cor e colesterol. As soluções foram 

incubadas a 37 ºC por 30 min e a absorbância medida de 600 a 400 nm. A absorbância 

em 500 nm foi convertida em atividade da enzima utilizando a curva de calibração para 

a enzima livre (Figura S9).  

  A partir dos valores de absorbância (abs), possuindo a curva de calibração com a 

enzima livre (Figura S9), é possível calcular a atividade da enzima imobilizada para cada 

ponto a partir da equação 4: 

𝐴𝑡𝑖𝑣𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 (𝑈 𝑚𝐿−1𝑚𝑖𝑛−1) =
𝑎𝑏𝑠×1000

3,7612
𝑣𝑓×𝑓𝑑𝑖𝑙

𝑡×𝑣𝑒
   (4) 

  Onde vf é o volume final do ensaio, fdil é o fator de diluição (nesse caso não houve 

diluição, então corresponde a 1), ve é o volume de enzima otimizado (2 L) e t é o tempo 
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do ensaio de 30 min. A atividade para cada ponto foi calculada e expressa em U mL-1 

min-1, onde uma unidade de atividade (1 U) corresponde à quantidade de enzima que 

catalisa a conversão de 1 mmol de colesterol para 4-colesten-3-ona por minuto sob as 

condições do ensaio. 

  A atividade dos sobrenadantes de imobilização e lavagem foram utilizadas para 

calcular a porcentagem de enzima imobilizada através da equação 1 e atividade 

recuperada foi obtida a partir da razão entre a atividade do material e da enzima livre, 

conforme equação 2. 

 

8.7.4 Otimização do tempo de imobilização 

  Para a otimização do tempo de imobilização enzimática, 1 mg do material OG-

La-BTDIm 2:1 foi imobilizado com 500 L de solução da colesterol oxidase em tampão 

de fosfato (0,08 U mL-1, conforme dados fornecidos pelo fabricante) a 4 ºC por 30 min, 

1 h, 2 h, 6 h e 24 h. Após cada tempo de imobilização, o material foi centrifugado a 13000 

rpm por 2 min, lavado duas vezes com tampão de fosfato e testado para determinação de 

colesterol utilizando 500 L do reagente de cor, 500 L de tampão de fosfato, 50 L de 

solução de colesterol 200 mg dL-1. Para cada tempo, também foi analisada uma amostra 

com enzima livre nas mesmas condições. Às alíquotas de sobrenadante e de enzima livre, 

foram adicionadas as mesmas quantidades de reagente de cor e colesterol. As soluções 

foram incubadas a 37 ºC por 30 min e a absorbância medida de 600 a 400 nm. A atividade 

dos sobrenadantes de imobilização e lavagem foram calculadas segundo a equação 4 e 

utilizadas para calcular a porcentagem de enzima imobilizada através da equação 1 e a 

atividade recuperada, de acordo com a equação 2. 

 

8.7.5 Determinação da concentração de colesterol total utilizando os materiais 

 Os materiais produzidos nesse trabalho foram aplicados como biossensores 

colorimétricos na quantificação de colesterol total. Na Tabela 7 são listados todos 

materiais testados nesse capítulo e os componentes dos mesmos, destaca-se que a 

atividade de cada material foi testada individualmente sem e com enzima imobilizada. 
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Tabela 7. Materiais testados para quantificação de colesterol total com os respectivos 

componentes 

Código Lantânio BTD La:BTD ChOx 

Enzima livre - - - X 

OG - - - - 

OG/ChOx - - - X 

OG-La X - - - 

OG-La/ChOx X - - X 

OG-La-BTDIm 2:1 X BTDIm 2:1 - 

OG-La-BTDIm 2:1/ChOx X BTDIm 2:1 X 

OG-La-BTDIm 1:1 X BTDIm 1:1 - 

OG-La-BTDIm 1:1/ChOx X BTDIm 1:1 X 

OG-BTDIm* - BTDIm - - 

OG-BTDIm/ChOx* - BTDIm - X 

OG-La-BTDAc 2:1 X BTDAc 2:1 - 

OG-La-BTDAc 2:1/ChOx X BTDAc 2:1 X 

OG-La-BTDAc 1:1 X BTDAc 1:1 - 

OG-La-BTDAc 1:1/ChOx X BTDAc 1:1 X 

OG-BTDAc* - BTDAc - - 

OG-BTDAc/ChOx * - BTDAc - X 

*Esses materiais apresentam a mesma quantidade de BTD que o material OG-La-BTD 2:1, apesar de não 

conter lantânio. 

 

  Para realizar a imobilização da enzima colesterol oxidase, foram utilizados a 

quantidade de enzima e tempo de imobilização otimizados. À 1 mg de material, foram 

adicionados 500 L de solução de ChOx (0,08 U mL-1, conforme dados fornecidos pelo 

fabricante) em tampão de fosfato que ficou imobilizando a 4 ºC por 1 h dentro de um 

eppendorf na posição horizontal. Para analisar os materiais sem enzima, 500 L de 

solução tampão de fosfato foi adicionado a 1 mg de cada material em um eppendorf e 

mantido por 1 h a 4 °C. Após esse período, os materiais com enzima imobilizada foram 

centrifugados a 13500 rpm por 2 min e lavados 2 vezes com tampão de fosfato. Em um 

experimento típico, foram adicionados 500 L de tampão de fosfato, 500 L de reagente 

de cor e diferentes concentrações de solução de colesterol total (0,99 a 16,51 mg dL-1) ao 

material. Nos experimentos contendo somente o material com tampão ou somente a 
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enzima livre, foram adicionados 500 L de reagente de cor e diferentes concentrações de 

solução de colesterol total (0,99 a 16,51 mg dL-1). A mistura foi agitada e incubada a 37 

°C por 30 min, o material foi centrifugado a 13500 rpm por 90 s e as absorbâncias da 

enzima livre, do material com enzima imobilizada e do material sem enzima foram 

analisadas por espectroscopia no UV-vis. A absorbância foi convertida em atividade dos 

segundo a equação 4 e utilizadas para calcular a porcentagem de enzima imobilizada 

através da equação 1 e a atividade recuperada, de acordo com a equação 2. 

 Os limites de detecção (LOD) e quantificação (LOQ) foram calculados a partir do 

desvio padrão dos valores de absorbância obtidos para a quantidade zero de colesterol () 

e do valor de sensibilidade (s, coeficiente angular da curva analítica), conforme as 

equações 6 e 7: 

𝐿𝑂𝐷 =
3𝜎

𝑠
     (5) 

𝐿𝑂𝑄 =
10𝜎

𝑠
     (6) 

 Então, a atividade calculada para cada ponto da curva analítica foi utilizada na 

execução do gráfico de Lineweaver-Burk (duplo recíproco), onde foi considerada 

equivalente a velocidade inicial de reação. A partir desse gráfico é possível avaliar a 

cinética da enzima livre e imobilizada nos materiais a partir da equação de Lineweaver-

Burk.151 

1

𝑣0
=

𝐾𝑚

𝑣𝑚𝑎𝑥[𝑆]
+

1

𝑣𝑚𝑎𝑥
     (7) 

  Onde Km é a constante de Michaelis-Menten e v0 e vmax correspondem às 

velocidades inicial (atividade) e máxima, respectivamente. 

 

8.7.6 Determinação de colesterol pelos materiais na presença de interferentes 

  Foram realizados testes na presença dos principais interferentes presentes no 

plasma sanguíneo na determinação de colesterol total: glicose, ácido ascórbico e ácido 

úrico. Também foi avaliada a interferência do isopropanol na mesma proporção utilizada 

na solubilização do colesterol, 10% de isopropanol/tampão de fosfato v/v. Em um 

procedimento típico, 1 mg do material OG-La-BTDIm 1:1 foi pesado em um eppendorf 

e adicionou-se 500 L da enzima ChOx em tampão de fosfato (0,08 U mL-1, conforme 

dados fornecidos pelo fabricante) para imobilização por 1 h a 4 ºC. O material foi 

centrifugado a 13000 rpm e lavado duas vezes com 500 L de tampão de fosfato. Então, 

ao eppendorf foram adicionados 500 L de tampão de fosfato, 500 L de reagente de 
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cor,10 L de colesterol total (resultando na concentração 1,98 mg dL-1) e 10 L da 

solução contendo um dos interferentes em tampão de fosfato a fim de atingir as 

concentrações: 0,1 mmol L-1 de glicose, 2,5 mol L-1 de ácido ascórbico, 20 mol L-1 de 

ácido úrico ou 0,01% isopropanol.112 A mistura foi incubada por 30 min a 37 ºC e a 

atividade enzimática analisada por espectroscopia no UV-vis e comparada com a 

atividade na quantificação do colesterol total. 

 

8.7.7 Experimento de armazenamento dos materiais com a enzima imobilizada 

  Por fim, foi avaliada a manutenção da atividade dos biossensores em relação ao 

tempo de armazenamento. Para isso, os materiais OG-La-BTDIm 2:1, OG-BTDIm, OG-

La-BTDAc 2:1 e OG-BTDAc foram imobilizados com 500 L da enzima ChOx em 

tampão de fosfato (0,08 U mL-1, conforme dados fornecidos pelo fabricante) por 1 h a 4 

ºC, centrifugados e lavados duas vezes com 500 L de tampão de fosfato. Os materiais 

com enzima ChOx imobilizada foram armazenados à 4 °C por 1, 2, 3 e 10 semanas e a 

atividade foi avaliada por espectroscopia no UV-vis para uma solução 5,8 mg dL-1 de 

colesterol total, conforme procedimento descrito na seção 8.7.5.  
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9 Resultados e discussões 

9.1 Caracterização dos ligantes derivados de 2,1,3-benzotiadiazola 

  Nesse trabalho foram sintetizados dois ligantes derivados de 2,1,3-

benzotiadiazola contendo um grupo imidazol ou um sal de imidazólio com terminação de 

ácido carboxílico: 4,7-bis-(imidazol-1-il)-2,1,3-benzotiadiazola (BTDIm) e 4,7-bis-[1-

carbóximetil-(imidazól-3-il)]-2,1,3-benzotiadiazola (BTDAc), respectivamente. A 

estrutura e a pureza dos ligantes foram confirmadas por RMN 1H. O ligante BTDIm 

apresentou os seguintes deslocamentos no RMN 1H (400 MHz) realizado em CD3COD: 

δ (ppm) 7,26 (s, 1 H), 7,98 (s, 2 H), 8,66 (s, 1 H) (Figura S10). A BTDAc apresentou os 

seguintes deslocamentos no RMN 1H (400 MHz) realizado em D2O: δ (ppm) 5,15 (s, 2 

H), 7,74 (s, 1 H), 8,15 (d, 2 H), 9,77 (s, 1 H) (Figura S11). Ambas as estruturas coincidem 

com os deslocamentos reportados por Souza.150 Também foram realizadas espectroscopia 

no FTIR-ATR e análise termogravimétrica a fim de comparação com os materiais de 

óxido de grafeno funcionalizados com esses ligantes, que serão descritos na próxima 

seção. 

 

9.2 Caracterização dos materiais de óxido de grafeno funcionalizados com 

derivados de BTD 

 Na sequência foram realizadas várias análises estruturais a fim de compreender 

como os derivados de BTD estão ligados ao óxido de grafeno e se os grupos funcionais 

terminais diferenciam os materiais. Outro objetivo foi compreender se os íons metálicos 

La3+ e se a proporção La3+:BTD resulta em materiais diferentes. 

  Os derivados de BTD e os materiais funcionalizados foram caracterizados por 

espectroscopia no FTIR-ATR e todos os espectros se encontram no material suplementar 

(Figura S12 a S14). Na Figura 18 estão somente os espectros representativos dos materiais 

OG-La-BTDIm 2:1 e OG-La-BTDAc 2:1, dos respectivos derivados de BTD e dos 

materiais suporte OG e OG-La. 
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Figura 18. Espectro no infravermelho com transformada de Fourier por refletância total 

atenuada dos materiais OG e OG-La (A), BTDIm e OG-La-BTDIm 2:1 (B) e BTDAc e 

OG-La-BTDAc 2:1 (C). 

 

  No espectro de FTIR-ATR do óxido de grafeno (Figura 18A, em cinza), 

observam-se as bandas referentes aos grupos oxigenados em 1040, 1170 e 1720 cm-1 

características dos estiramentos C-O, C-OH e C=O de grupos carbonila e carboxila, 
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respectivamente.114-119 Em 1620 cm-1, a ligações C=C do grafeno estão sobrepostas com 

o dobramento H-O-H das moléculas de água adsorvidas, que também é confirmada pela 

banda larga acima de 3200 cm-1.114 Também se observam os estiramentos assimétricos e 

simétricos da ligação CH2 presentes nas bordas das folhas de óxido de grafeno como um 

ombro localizado em 2800 cm-1 e em 3164 cm-1,.114 Por fim, não se observa banda em 

1570 cm-1- referente à vibração C-C dos domínios de grafite.115, 116 As mesmas bandas 

descritas acima também estão presentes no espectro do material OG-La (Figura 18A, em 

preto), demonstrando ainda a presença dos grupos oxigenados onde o lantânio pode se 

coordenar.152 Entretanto, não foi possível observar uma banda isolada referente à ligação 

La-O em 622 cm-1 para confirmar a ligação, pois há muito ruído nessa região.94 

  Ambos os derivados de BTD (Figura 18B e C, em preto) apresentaram bandas em 

3095, 1520 e 1250 cm-1 referentes aos estiramentos C-H aromático, C=C aromático e C-

N aromático, respectivamente, do núcleo 2,1,3-benzotiadiazola dissubstituído com o 

grupo imidazol. Complementarmente, a BTDAc apresenta uma banda larga em 3358    

cm-1 que corresponde à água adsorvida na molécula hidrofílica e também bandas em 

2950, 3175, 1718 e 1380 cm-1 referentes ao estiramento simétrico de C-H alifático e aos 

estiramentos O-H, C=O e C-O de ácido carboxílico do grupo carbóximetil terminal, 

respectivamente. 

  Nos materiais funcionalizados, permanece a banda larga de 2900 a 3600 cm-1 com 

um ombro em 2800 cm-1 presentes nos materiais OG e OG-La, que correspondem ao 

estiramento O-H com ligações de hidrogênio e estiramento assimétrico da ligação CH2, 

respectivamente. Também se encontram as bandas em 1720, 1375, 1230 e 1050 cm-1 

referentes aos estiramentos C=O e C-O de ácido carboxílico, C-N aromático e C-O de 

outros grupos oxigenados, como epóxido e álcool, respectivamente. Por fim, comparando 

a vibração do estiramento C=C aromático em 1620 cm-1 (Figura S15) para ambos os 

materiais sem lantânio (OG e OG-BTD), observa-se um deslocamento batocrômico nos 

materiais com lantânio (OG-La e OG-La-BTD), sugerindo que o lantânio deva estar se 

coordenando também à ligação C=C do suporte e/ou do anel imidazol(ólio). 

 A análise termogravimétrica (TGA) é uma técnica utilizada principalmente na 

caracterização de materiais poliméricos com óxido de grafeno para quantificar os 

componentes da amostra. Na Figura 19A e B, estão as análises termogravimétricas dos 

materiais de óxido de grafeno puro e funcionalizado com lantânio, respectivamente.  
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Figura 19. Análise termogravimétrica dos materiais óxido de grafeno (A) e óxido de 

grafeno com lantânio (B). Em preto está a curva de perda de massa em função da 

temperatura com o somatório no canto superior direito e em azul, a derivada da perda de 

massa. 

 

  A TGA do óxido de grafeno (Figura 19A) possui quatro regiões distintas, estando 

de acordo com os trabalhos previamente reportados na literatura.116, 119, 153 Na região 

abaixo de 100 ºC, há uma perda de massa de aproximadamente 15% referente à água 

adsorvida. Em 245 ºC há uma perda de massa significativa (aproximadamente 29%), 

atribuída aos grupos oxigenados lábeis presentes no material. Outros grupos oxigenados 

também são perdidos lentamente em torno de 300 ºC (6% em massa), enquanto 

grupamentos oxigenados estáveis (aproximadamente 16%) são reduzidos à altas 

temperaturas, nesse caso 680 ºC. Ossonon e Bélanger realizaram TGA acoplado à 

espectrometria de massas do óxido de grafeno e conseguiram identificar a liberação de 

OH (m/z = 17), água (m/z = 18), CO (m/z = 28) e CO2 (m/z = 44) até 400 ºC, enquanto a 

perda de massa à altas temperaturas foi atribuída a liberação de CO dos grupos 

carbonila.153 Quando comparado com o material funcionalizado com La3+ (Figura 19B), 

observamos uma diminuição de perda de massa nas duas regiões referentes aos grupos 

oxigenados, indicando uma estabilização dos grupamentos oxigenados. A perda de massa 

total decaiu mais de 5%, indicando uma estabilização térmica considerável do OG para 

OG-La, Ainda que a quantidade de La3+ seja baixa, esse cátion ofereceu um efeito protetor 

aos grupamentos oxigenados das folhas do óxido de grafeno. Nas Figuras 20 e 21 são 

apresentadas as análises termogravimétricas para os dois derivados de BTD e os 

respectivos materiais funcionalizados. 
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Figura 20. Análise termogravimétrica do ligante BTDIm (A) e dos materiais OG-BTDIm 

(B), OG-La-BTDIm 2:1 (D) e OG-La-BTDIm 1:1 (D). Em preto está a curva de perda de 

massa em função da temperatura com o somatório no canto superior direito e em azul, a 

derivada da perda de massa. 

 

Figura 21. Análise termogravimétrica do ligante BTDAc (A) e dos OG-BTDAc (B), OG-

La-BTDAc 2:1 (D) e OG-La-BTDAc 1:1 (D). Em preto está a curva de perda de massa 

em função da temperatura com o somatório no canto superior direito e em azul, a derivada 

da perda de massa. 
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  Observa-se que os derivados de BTD têm a maior perda de massa acima de 300 

ºC, tendo o pico máximo da derivada em 391 ºC para BTDIm (Figura 20A) e 337 ºC e 

626 ºC BTDAc (Figura 21A) que correspondem a porção correspondente a BTDIm e as 

carboxilas terminais, respectivamente. No entanto, não são observadas perdas de massa 

significativas na região de 300-400 ºC nos materiais funcionalizados, indicando que os 

derivados de BTD formaram um material híbrido com o OG, como era esperado. Por 

outro lado, a presença da BTD ocasionou uma alteração tanto na perda de massa como na 

temperatura nas regiões entre 150 e 400 ºC e acima de 600 ºC, que correspondem aos 

grupos oxigenados mais e menos lábeis presentes no óxido de grafeno, respectivamente. 

Os dados de perda de massa extraídos dos gráficos de TGA foram compilados na Tabela 

S1 e a perda de massa desconsiderando a contribuição do solvente está na Tabela 8. 

 

Tabela 8. Dados da análise termogravimétrica dos materiais funcionalizados com 

derivados de BTD desconsiderando a contribuição do solvente 

Material Perda de massa de  

150-400 ºC (%) 

Perda de massa de  

400-700 ºC (%) 

Perda de massa 

total (%) 

OG-BTDIm 32,57 22,29 54,86 

OG-La-BTDIm 2:1 30,24 14,82 45,06 

OG-La-BTDIm 1:1 29,26 24,19 53,45 

OG-BTDAc 35,63 29,40 65,03 

OG-La-BTDAc 2:1 27,38 33,51 60,89 

OG-La-BTDAc 1:1 32,33 34,51 66,55 

 

  Observa-se que para todos os materiais funcionalizados, os materiais com BTDIm 

são mais estáveis termicamente que os materiais com BTDAc. Embora a perda de massa 

na região em torno de 240 ºC seja parecida, há um aumento significativo na perda de 

massa acima de 600 ºC para os materiais funcionalizados com BTDAc em relação aos 

análogos funcionalizados com BTDIm. Esse aumento na região dos grupos oxigenados 

mais estáveis pode ser devido à estabilização desses grupos presentes no óxido de 

grafeno, mas principalmente pela presença de carboxilas terminais na BTDAc, como 

observado na Figura 21A. Comparando os materiais sem lantânio e com lantânio na 

região abaixo de 400 ºC, sugere-se que o lantânio esteja estabilizando os grupos 
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oxigenados e possivelmente também a BTD coordenada ao cátion metálico, reduzindo a 

perda de massa. 

 A fim de estimar as quantidades de BTD e do cátion La3+ nos materiais, foi 

realizada a análise elementar e as porcentagens de carbono, hidrogênio e nitrogênio 

obtidas bem como de BTD, oxigênio e lantânio calculadas estão apresentadas na Tabela 

9. 

 

Tabela 9. Análise elementar dos materiais funcionalizados com BTD e dos suportes OG 

e OG-La e porcentagens em massa de BTD, oxigênio e lantânio estimadas 

Materiais % C % H % N % de BTDa % de Ob % de Lab 

OG 43,28 2,35 0,15 - 54,22 - 

OG-La 41,55 2,53 0,21 - 52,05 3,66 

OG-La-BTDIm 

2:1 
44,81 1,87 1,94 

5,52 

(0,020)c 

47,04 3,68 

OG-La-BTDIm 

1:1 
46,83 2,36 3,00 

8,91 

(0,033)c 

43,04 3,70 

OG-BTDIm 46,81 2,30 1,97 
5,81 

(0,021)c 

48,23 - 

OG-La-BTDAc 

2:1 
47,93 2,29 1,19 

5,33 

(0,012)c 

42,62 4,02 

OG-La-BTDAc 

1:1 
44,94 2,70 1,12 

4,95 

(0,011)c 

45,66 3,77 

OG-BTDAc 47,85 2,73 1,33 
6,42 

(0,014)c 

45,75 - 

aAs porcentagens de BTDIm e BTDAc foram calculadas a partir da porcentagem de nitrogênio no material 

subtraída da quantidade de nitrogênio no respectivo suporte. bAs porcentagens de O e La foram calculadas 

considerando-se que a razão entre esses elementos e carbono do suporte se mantinham constante. cValor 

referente a quantidade molar, em mmol/100 mg de material. 

 

  Observa-se que a porcentagem de lantânio na amostra OG-La foi de 3,66% em 

massa, a qual se manteve similar para os materiais funcionalizados com BTD. No caso 

dos materiais funcionalizados com BTDIm, observa-se que a porcentagem do ligante nos 

materiais OG-BTDIm e OG-La-BTDIm 2:1 foi igual, como era esperado, pois se adiciona 

a mesma quantidade do ligante BTDIm em ambas as sínteses. No material OG-La-

BTDIm 1:1 (onde se adiciona o dobro de BTDIm na síntese), a quantidade molar de 
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BTDIm aumentou consideravelmente (aproximadamente 60%), indicando que ainda 

haviam sítios para coordenação da BTDIm seja no óxido de grafeno e/ou no lantânio e 

também que a molécula BTDIm provavelmente esteja se ligando somente por um grupo 

imidazol terminal. Por outro lado, não é observado aumento da quantidade de ligante no 

material OG-La-BTDAc 1:1 quando comparada com os análogos funcionalizados com 

BTDAc, sugerindo que os sítios de coordenação desse ligante foram ocupados com menor 

quantidade da BTDAc e possivelmente essa ligação ocorre em mais de um sítio do 

suporte. 

 Na Figura 22 temos os espectros de Raman dos materiais funcionalizados com 

indicação das bandas G, D, 2D e D+D’ que são associadas aos carbonos com hibridização 

sp2 e sítios de defeitos ou desordem. A razão entre as bandas D e G foram calculadas a 

partir dos valores de intensidade dessas bandas após o ajuste da linha de base e 

deconvolução de cada região utilizando o programa Origin.154 
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Figura 22. Espectros Raman dos materiais OG-BTDIm(A), OG-BTDAc(B), OG-La-

BTDIm 2:1(C), OG-La-BTDAc 2:1(D), OG-La-BTDIm 1:1(E), OG-La-BTDAc 1:1(F). 

Os dados obtidos estão em cinza, as deconvoluções estão representadas em linhas 

coloridas e o melhor fitting é a linha pontilhada em preto. 

 

  Observa-se que o deslocamento Raman da banda G acontece em torno de 1580 

cm-1 para todos os materiais, indicando que os materiais apresentam uma ou poucas 

camadas de carbonos sp2. Todos os materiais apresentam a banda D mais intensa que a 

banda G e também bandas pouco intensas 2D e D+D’, que confirmam a presença de 

defeitos na estrutura do grafeno. A fim de comparar a quantidade de defeitos dos 
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materiais, foi calculada a razão ID/IG e o tamanho dos sítios grafíticos dos materiais 

segundo a equação 3.124, 125 Era esperado que o maior tamanho de cristalito, ou seja, maior 

similaridade com a estrutura grafítica, fossem dos materiais OG-La-BTD 2:1 caso as duas 

terminações da BTD (nitrogênio no caso do imidazol e carboxila no caso do sal de 

imidazólio) coordenassem nos íons lantânio distribuídos nas folhas de grafeno. Isso foi o 

que aconteceu nos materiais funcionalizados com BTDIm. O material OG-La-BTDIm 2:1 

apresentou a menor razão ID/IG e maior tamanho de cristalito, seguido do material OG-

BTDIm e OG-La-BTDIm 1:1, respectivamente. Isso indica que a molécula BTDIm está 

interagindo com as folhas de óxido de grafeno (sem lantânio) (i) por interação π-π num 

empilhamento ou (ii) via ligação covalente pela abertura de anéis epóxidos e/ou pela 

reação com grupos carboxilas do suporte (formação de amidas), levando ao aumento de 

tamanho de cristalito. Por outro lado, o material OG-La-BTDIm 1:1 possui uma relação 

equimolar de íons La3+ e ligante, facilitando a coordenação da BTDIm somente por uma 

extremidade, favorecendo a característica de grafeno e apresentando maior razão entre as 

bandas dada pelo efeito de bordas.121, 125 No entanto, os materiais funcionalizados com 

BTDAc não seguiram a mesma sequência dos funcionalizados com BTDIm, 

provavelmente devido à molécula BTDAc já conter um sal de imidazólio e apresentar 

carbonos sp3 na estrutura do cátion que podem sofrer rotação, quebrando a planaridade 

da estrutura. Isso se torna evidente quando observamos que a diferença entre OG-La-

BTDAc 2:1 e OG-La-BTDAc 1:1 é muito baixa, demonstrando que possivelmente a 

interação entre a BTDAc e o íon La3+ seja estequiométrica e ocorra pela coordenação de 

dois grupos carboxila ao lantânio. Esse resultado corrobora com o obtido por análise 

elementar, de que o aumento de BTDAc na síntese não resulta em material com mais 

quantidade desse ligante. Realmente, o lantânio tem alta afinidade por átomos doadores 

duros, como os grupos carboxílicos, podendo se ligar a mais de uma molécula como 

quelante bidentado ou em ponte bidentada ou tridentada.155 Por fim, o maior tamanho de 

cristalito foi obtido para o material OG-BTDAc, indicando que há uma forte interação 

seja por (i) ligação química com os grupos oxigenados do OG e/ou (ii) atração 

eletrostática entre a parte catiônica da BTDAc e as folhas de grafeno carregadas 

negativamente, como demonstram os experimentos de potencial zeta da literatura.156 

  As propriedades fotofísicas dos derivados de BTD e dos materiais de OG 

modificados foram caracterizadas utilizando espectroscopia de absorção na região do 

UV-vis e de emissão e excitação de fluorescência em solução e no estado sólido. Os 

experimentos realizados em solução aquosa não são quantitativos, pois as amostras 
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analisadas foram avaliadas a partir de suspensões, onde não foi possível a sua 

quantificação, tendo em vista que a sua concentração varia com o material. Assim, 

somente as amostras OG e BTDAc mostraram-se completamente solúveis em água após 

a sonicação. 

  A espectroscopia de absorção na região do UV-vis no estado sólido e em solução 

aquosa, bem como a respectiva refletância difusa dos materiais estão apresentadas nas 

Figuras S17-S18. Na Figura 23 pode ser observado o espectro de absorção normalizado 

dos materiais OG e OG-La em solução aquosa. 
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Figura 23. Espectro no UV-vis dos materiais OG e OG-La. 

 

  O espectro de absorção do óxido de grafeno exibe dois máximos de absorção em 

231 e 300 nm que correspondem às transições eletrônicas do tipo ππ* da ligação dupla 

C=C e nπ* da ligação C=O, respectivamente.116 Com a funcionalização das folhas de 

óxido de grafeno com o íon La3+, há um deslocamento do máximo de absorção para 242 

nm, indicando uma modificação eletrônica na estrutura. Apesar do óxido de grafeno ser 

formado por domínios com carbono de hibridização sp2 e domínios com hibridização sp3, 

as transições ópticas nesses domínios são inter-relacionadas sob excitações, sendo a 

resposta óptica heterogênea e não-linear devido à natureza não estequiométrica do OG.157 

Portanto, o óxido de grafeno pode apresentar fotoluminescência, embora nesse estudo não 

foi identificada essa propriedade (Figura S21). 
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  Nas Figuras S17(A) e S18(A) encontram-se os espectros de absorção de UV-vis 

em solução aquosa da BTDIm e BTDAc, respectivamente. A BTDIm apresenta máximos 

de absorção localizados em 237, 305 e 364 nm, enquanto a BTDAc apresenta máximos 

de absorção em 227, 311 e 340 nm, que correspondem à região ultravioleta. A absorção 

localizada em torno de 230 nm é associada à transição ππ* do grupo imidazol(ólio).158 

A banda de intensa absorção localizada acima de 300 nm foi atribuída à transição ππ* 

permitida por spin e simetria do núcleo BTD.101, 159, 160 Observamos que a substituição do 

imidazol com 1-carbóximetil produziu um deslocamento hipsocrômico nas bandas 

externas e batocrômico na banda central. A absorção máxima dos materiais 

funcionalizados com BTD coincidiram com as absorções do OG e OG-La (Figura 23). 

  Os complexos com íons lantanídeos têm baixa luminescência devido ao fraco 

coeficiente de absorção das transições proibidas por paridade e, por isso, normalmente se 

utilizam ligantes cromóforos.155 Nesse sentido, materiais híbridos de óxido de grafeno e 

complexos de metais lantanídeos são interessantes para a produção de novos materiais 

luminescentes de alta performance.161 Os espectros de fluorescência de emissão e 

excitação dos materiais funcionalizados com BTD e das moléculas BTDIm e BTDAc 

estão apresentados nas Figuras 24 e 25, respectivamente. 
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Figura 24. Espectros de excitação (linha opaca) e de emissão de fluorescência (linha 

transparente) do ligante BTDIm e dos materiais funcionalizados com BTDIm em solução 

aquosa. 
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Figura 25. Espectros de excitação (linha opaca) e de emissão de fluorescência (linha 

transparente) do ligante BTDAc e dos materiais funcionalizados com BTDAc em solução 

aquosa. 

 

  Os espectros de emissão de fluorescência apresentados nas Figuras 24 e 25 foram 

obtidos utilizando a absorção máxima como comprimento de onda de excitação. Outros 

espectros de fluorescência utilizando diferentes comprimentos de onda de excitação 

podem ser encontrados nas Figuras S21 e S22. A introdução do grupo 1-carbóximetil para 

formar a BTDAc produziu deslocamento de 509 nm para 446 nm no máximo de emissão 

e de 390 nm para 347 nm no máximo de excitação em relação à BTDIm. O deslocamento 

hipsocrômico também foi observado nas análises de sólido dos derivados de BTD (Figura 

S19). A localização do máximo de emissão da BTDIm foi em 509 nm, que corresponde 

à região do verde água. Os materiais OG-BTDIm e OG-La-BTDIm apresentaram emissão 

máxima localizada na região do ciano, em 455 nm. Esse deslocamento tanto no máximo 

de emissão quanto excitação comprova que a BTDIm está interagindo fortemente com o 

óxido de grafeno, provocando um deslocamento na direção do azul nesses materiais, 

provavelmente devido à transferência eletrônica para o nanomaterial de carbono. Em 

contraponto, os materiais funcionalizados com BTDAc apresentaram emissão máxima 

localizada em 446 nm, coincidindo com a emissão da molécula BTDAc, demonstrando 

que, nesse caso, a interação com o óxido de grafeno não afeta a fluorescência da molécula. 



90 

 

A fluorescência apresentada por esses materiais indica que eles também podem ser 

utilizados como sensores fluorescentes para determinação de outros analitos ou como 

sondas fluorescentes. 

 Por fim, os materiais foram caracterizados por espectroscopia de fotoelétrons 

excitados por raios X para melhor compreender a interação entre os elementos. Na Figura 

26 são apresentadas as medidas de XPS survey dos materiais OG-La, OG-BTDIm, OG-

La-BTDIm 2:1 e OG-La-BTDAc 2:1. 
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Figura 26. Medida de XPS survey dos materiais OG-La (A), OG-BTDIm (B), OG-La-

BTDIm 2:1 (C) e OG-La-BTDAc 2:1 (D). 

 

  Nos espectros de XPS survey dos materiais podemos observar que os maiores 

picos correspondem às regiões do C 1s e O 1s, porém ainda nos interessam três regiões 

(S 2p, N 1s e La 3d) para identificar o lantânio e a BTD presentes nos materiais. Para isso, 

foram realizadas medidas de alta resolução das cinco regiões e um exemplo de cada região 

se encontra na Figura 27. Os espectros de alta resolução de cada região para cada material 

e respectivas deconvoluções encontram-se nas Figuras S23 a S26, cujos dados foram 

tratados utilizando o programa CasaXPS162 e compilados na Tabela 10. 
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Figura 27. Espectros de XPS de alta resolução das regiões do C 1s (A), O 1s (B), La 3d 

(C) e N 1s (D) do material OG-La-BTDIm. 
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Tabela 10. Componentes da deconvolução da análise de XPS com a porcentagem por 

região de alta resolução em cada material analisado 

Região 
Sinal 

(eV) 
Atribuição 

Material 

OG-La 
OG-

BTDIm 

OG-La-

BTDIm 2:1 

OG-La-

BTDAc 2:1 

C 1s 

284,6 C-C 49,5 44,5 44,8 52,4 

285,3 C=C 3,2 3,5 10,6 9 

286,8 C-OH/C-O 40,7 39,0 28,5 20,1 

286,5 C-N  5,6 5,4 5,5 

288,6 C=O 6,6 7,4 6,7 5,5 

283,3 C-La - - 4 7,5 

O 1s 

530,5 O-La - - 2,7 11,2 

531,6 CC=O 27,1 25,6 37,0 35,4 

532,9 ROC=O 63,5 64,4 51,1 45,0 

533,8 HOC=O 9,4 10,0 9,2 8,4 

La 

3d3/2 

852,1 - 24,5 - 26,4 25,6 

855,3 - 24,5 - 26,3 27,1 

La 

3d5/2 

835,3 - 25,5 - 23,6 23,4 

838,5 - 25,5 - 23,7 23,9 

N 1s 

398,8 N imidazol - 23,8 28,2 29,9 

400,3 S=N-C - 44,3 47,0 25,5 

401,8 N=S=N - 31,9 24,8 44,6 

 

  A região do C 1s foi decomposta em seis regiões: linhas vermelha, azul, rosa, 

verde, laranja e violeta referentes aos componentes químicos C-C, C–OH, C=O, C=C, C-

N e C-La, respectivamente (Figura 27A).94, 163 No material OG-La somente se observam 

as primeiras quatro regiões, demonstrando que estão presentes grupos oxigenados na 

superfície do óxido de grafeno e que não há componentes nitrogenados nem lantânio 

ligado ao carbono nesse material. Nos materiais funcionalizados com BTD se observam 

também uma componente localizada em 286,5 eV referente à ligação C-N do ligante, 

reafirmando a presença do mesmo no material como observado pelas outras técnicas de 

caracterização. Os materiais OG-La-BTD apresentam ainda uma componente em 283,3 
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eV associada às ligações entre carbono e metal, nesse caso, C-La. Embora não se observe 

essa componente para a amostra OG-La e somente para os materiais OG-La-BTD, não se 

possa excluir a possibilidade de interação do La3+ com as ligações C=C do suporte, que 

corrobora com o deslocamento batocrômico observado pela espectroscopia no IV. 

Adicionalmente, as BTDs podem estar se coordenando ao íon La3+ também i) através da 

formação de carbenos N-heterocíclicos ou ii) pelo anel imidazol(ólio) através de interação 

π. Para a BTDIm, as duas formas são possíveis, enquanto que para a BTDAc a primeira 

forma é mais provável, tendo em vista que o primeiro tipo de interação envolveria a 

aproximação de duas cargas positivas (anel imidazólio e La3+). 

  Os espectros de alta resolução da região do O 1s também confirmam a presença 

de grupos oxigenados (epóxido, hidroxila, carboxila e carbonila) em todos os materiais 

(Figura 27B). A região do O 1s foi decomposta em quatro componentes representadas em 

vermelho, azul, rosa e verde que se referem aos componentes químicos ROC=O, CC=O, 

HOC=O e O-La.163, 164 Os primeiros três componentes foram observados em todos 

materiais, pois todos são provenientes do óxido de grafeno. O componente referente à 

ligação O-La em 530,5 eV só foi observado novamente nos materiais OG-La-BTD 

sugerindo que os íons La3+ devem estar se coordenando também nos grupos oxigenados 

da superfície do OG. Como o sinal referente à ligação O-La foi mais expressivo no 

material OG-La-BTDAc (11,2%) quando comparado com o análogo OG-La-BTDIm 

(2,7%), infere-se que também ocorre coordenação da carboxila terminal da BTDAc com 

os íons La3+. A presença de lantânio nas amostras é confirmada, inclusive para o material 

OG-La, pelo espectro na região do La 3d que apresenta dois dubletos com 

aproximadamente a mesma proporção em 835 e 838 eV que corresponde ao La-O 3d5/2 e 

852 e 855 eV que corresponde ao La-O 3d3/2.
94, 165 Como esperado, somente na amostra 

OG-BTDIm não se identificou a presença de lantânio. Somente para o material OG-La-

BTDIm 2:1, cada dubleto do La 3d apresentou mais uma componente em 840 e 857 eV 

que corresponde ao La-N 3d5/2 e 836 e 853 eV que corresponde ao La-O 3d3/2 (Figura 

27C).94 Isso indica que, para esse material, possivelmente há coordenação pelo par de 

elétrons do nitrogênio do grupo imidazol também. 

  As regiões do N 1s e S 2p não apresentaram boa resolução, mas ainda foi possível 

observar os componentes em 398,8, 400,3 e 401,8 eV correspondentes aos componentes 

químicos N do anel imidazol(ólio), S=N-C e N=S=N, respectivamente em rosa, vermelho 

e azul.94, 163 Tais componentes são características dos derivados de BTD utilizados nesse 

estudo e estão presentes em todos os materiais, com exceção do OG-La. 
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9.3 Aplicação dos materiais de óxido de grafeno funcionalizados com derivados de 

BTD 

  Os materiais de óxido de grafeno funcionalizados com lantânio e derivados de 

2,1,3-benzotiadiazolas (BTDIm e BTDAc) foram aplicados na quantificação de colesterol 

total pelo método colorimétrico. Diversos são os fatores que afetam a atividade 

enzimática, como: pH e temperatura do meio, tempo de reação, concentração da enzima 

e substrato, presença de inibidores, entre outros. Tendo em vista que a determinação de 

colesterol é feita em amostras de plasma sanguíneo, o pH e a temperatura foram fixados 

para simular as condições reais da amostra: pH neutro e temperatura de 37 ºC. Tais 

condições coincidem com as condições adequadas para o funcionamento da enzima 

colesterol oxidase, segundo estudos da literatura.17 Então, avaliou-se a cinética da enzima 

livre nas condições do experimento a fim de determinar o melhor tempo de reação. Na 

Figura S27 se encontram os espectros de absorção no UV-vis medidos a cada 5 min de 

reação e na Figura 28, o gráfico de absorção em 500 nm em relação ao tempo para 0,04 

U de ChOx e 9,5 mg dL-1 de colesterol. Nesse experimento, o branco (tampão de fosfato 

e reagente de cor 1:1) foram subtraídos das medidas. 
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Figura 28. Cinética da enzima livre ChOx (0,04 U) com 9,5 mg dL-1 de colesterol. 
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  Observa-se que a enzima colesterol oxidase livre obedece uma cinética de 

primeira ordem no início da reação (< 3min) onde há a saturação da enzima que, com o 

passar do tempo, se transforma em uma cinética de ordem zero. Por isso, o tempo de 30 

min foi definido como o tempo de reação otimizado, antes da curva inflexionar por 

completo, onde a absorbância se aproxima de 0,5 u.a.151 

  Na sequência, foi utilizado o material OG-La-BTDIm 2:1 como modelo para os 

testes de otimização das condições de tempo de imobilização e quantidade de enzima. A 

imobilização enzimática é um fator determinante na atividade do biossensor, afetando 

fatores como sensibilidade, especificidade, tempo de resposta, tempo de armazenamento, 

repetibilidade, entre outros.20 Nesse trabalho, o método de adsorção física foi escolhido 

para a imobilização da enzima colesterol oxidase por ser um método simples que não 

envolve outros reagentes químicos, comumente utilizado com materiais a base de 

carbono.20 No entanto, a imobilização covalente da enzima também é possível devido a 

presença dos grupos funcionais no material. Utilizando 24 h como tempo padrão de 

imobilização, foram testadas quatro quantidades de enzima 0,02; 0,04; 0,08 e 0,20              

U mL-1. Na Figura 29 e Tabela 11, podemos observar a absorbância em 500 nm e a 

atividade da enzima livre, dos materiais e respectivos sobrenadantes de imobilização e 

lavagem. 
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Figura 29. Absorbância em 500 nm das reações com 9,5 mg dL-1 de colesterol utilizando 

diferentes concentrações de enzima ChOx livre. Avaliação da imobilização no material 

OG-La-BTDIm 2:1/ChOx, sobrenadante e lavagens pós imobilização de 24 h.  

 

Tabela 11. Porcentagem de imobilização e atividade recuperada do material para 

diferentes quantidades de enzima em uma reação com 9,5 mg dL-1 de colesterol 

Quantidade de 

ChOx (U mL-1)a 
Porcentagem de imobilizaçãob 

Atividade Recuperada do 

Materialb 

0,02 30,1% 48,2% 

0,04 56,0% 57,2% 

0,08 69,4% 56,7% 

0,20 75,6% 67,1% 

aA atividade da enzima foi calculada conforme dados fornecidos pelo fabricante. b A porcentagem de 

imobilização e atividade recuperada do material foram calculadas a partir das equações 1 e 2 e os dados de 

absorbância e atividade estão disponíveis na Tabela S2. Nesse experimento, o branco (tampão de fosfato e 

reagente de cor 1:1) foram subtraídos das medidas. 
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  Observa-se na Figura 29 que a atividade da enzima aumenta com o aumento da 

quantidade de enzima para ChOx livre e imobilizada, enquanto a absorbância do 

sobrenadantes de imobilização e lavagem mantem-se baixa. A quantidade de 0,08 U     

mL-1 de ChOx foi considerada a mais adequada para esse estudo com porcentagem de 

imobilização e atividade recuperada de 69% e 57%, respectivamente, pois busca-se 

utilizar a menor quantidade de enzima com melhor eficiência a fim de diminuir o custo 

da produção dos biossensores. 

  Tendo estabelecido 0,08 U mL-1 de ChOx como quantidade de enzima ótima nas 

condições do experimento; em seguida foi otimizado o tempo de imobilização. Na Figura 

S28 encontram-se os espectros de UV-vis das reações contendo enzima livre ou o material 

OG-La-BTDIm 2:1/ChOx na presença de 9,5 mg dL-1 de colesterol. Na Tabela 12, as 

absorbâncias foram convertidas em atividade enzimática e a atividade recuperada foi 

calculada pela razão entre a atividade do material e da enzima livre, para os diferentes 

tempos de imobilização. 

 

Tabela 12. Absorções e atividade enzimática para ChOx livre e OG-La-BTDIm 

2:1/ChOx em diferentes tempos de imobilização e a atividade recuperada 

Tempo Absorbância 

Enzima 

Livre 

Atividade 

Enzima 

livrea 

Absorbância 

Enzima 

Imobilizada 

Atividade 

Enzima 

imobilizadaa 

Atividade 

Recupe-

rada 

30 min 0,7723 3593 0,6852 3188 88,7% 

1 h 0,7822 3639 0,7145 3324 91,3% 

2 h 0,7549 3512 0,5942 2765 78,7% 

6 h 0,7432 3458 0,5129 2386 69,0% 

24 h 0,7709 3587 0,4746 2208 61,6% 

aA atividade foi calculada de acordo com a equação 4 e está expressa em U mL-1 min-1, onde 1U é a 

quantidade de enzima ChOx necessária para catalisar a reação de 1 mmol L-1- de colesterol por minuto, nas 

condições do experimento. 

 

  Observando os dados da Tabela 12, podemos concluir que o melhor tempo de 

imobilização foi de 1 h, pois apresentou a maior atividade recuperada após a imobilização 

nas condições do experimento. Esse tempo permitiu a adsorção da maior quantidade de 

enzima na superfície do material com o sítio ativo exposto, evitando um possível aumento 

da espessura da camada proteica e consequentemente dificultando o processo catalítico e 
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a difusão do substrato, o que pode ocorrer em longos períodos de imobilização.166 A 

atividade recuperada para 1 h de imobilização foi de 91%, demonstrando que a enzima 

imobilizada no material se manteve ativa, sendo esse tempo considerado o melhor tempo 

de imobilização nas condições do experimento. Portanto, a imobilização, possivelmente 

por adsorção, se mostrou adequada para utilização nesse sistema e a alta atividade 

recuperada sugere que a conformação da enzima não foi alterada, não houve agregação 

enzimática substancial e a imobilização ocorreu de forma que a enzima não ficasse 

enrijecida ou com o sítio ativo inacessível, garantindo acessibilidade ao colesterol e 

oxigênio.21, 167-170 

  Tendo otimizado as condições de tempo de reação para a atividade enzimática e 

de imobilização e quantidade de enzima, calculou-se a porcentagem de enzima 

imobilizada e a atividade recuperada dos materiais com enzima imobilizada de acordo 

com as equações 1 e 2. Na tabela 13 estão apresentados os valores de porcentagem de 

enzima imobilizada nos materiais e a atividade recuperada em relação a atividade da 

enzima livre. 

 

Tabela 13. Porcentagem de enzima imobilizada e atividade recuperada dos materiais para 

a reação na presença de 9,5 mg dL-1 de colesterol 

Material % Enzima Imobilizadaa Atividade Recuperadab 

OG/ChOx 99,9 37,9 

OG-La/ChOx 97,7 40,4 

OG-La-BTDIm 2:1/ChOx 94,7 62,9 

OG-La-BTDIm 1:1/ChOx 90,9 69,9 

OG-BTDIm/ChOx 91,6 75,17 

OG-La-BTDAc 2:1/ChOx 75,1 59,7 

OG-La-BTDAc 1:1/ChOx 84,7 44,7 

OG-BTDAc/ChOx 66,7 54,5 

aCalculada a partir a atividade dos sobrenadantes de imobilização e lavagens, conforme a equação 1. 

bCalculada a partir do valor da atividade do material com enzima imobilizada em relação a atividade da 

enzima livre, conforme a equação 2. 

 

  Para os materiais OG e OG-La observam-se elevadas porcentagens de enzima 

imobilizada sugerindo que os grupos funcionais superficiais do óxido de grafeno 

possibilitam a imobilização por adsorção e/ou covalente da enzima ChOx. No entanto, a 
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atividade recuperada desses materiais foi muito baixa, indicando que, mesmo havendo 

alta quantidade de enzima imobilizada, há outros fatores que interferem na atividade 

catalítica, como por exemplo a adsorção multipontual.170 Quando comparadas as 

porcentagens de imobilização dos materiais funcionalizados com BTDIm e os análogos 

funcionalizados com BTDAc, evidencia-se uma preferência da enzima pelos materiais 

com BTDIm, com porcentagem de imobilização superior a 90%. Como a porcentagem 

de imobilização foi maior nesse conjunto de materiais, consequentemente a atividade 

recuperada foi superior (de 62 a 75% quando excluída a atividade do material sem 

enzima). Embora a porcentagem de imobilização da enzima nos materiais 

funcionalizados com BTDAc tenha sido menor (66 a 84%) que nos materiais análogos 

com BTDIm, a atividade recuperada inferior a 60%. Isso indica que a enzima imobilizada 

nos materiais com BTDAc se encontra em sua maioria em conformação desfavorável para 

a reação catalítica. 

  Na sequência, foram realizadas as curvas analíticas de quantificação colorimétrica 

de colesterol total pelos diferentes materiais sintetizados nesse capítulo. Foram realizados 

três experimentos para cada material, dois com enzima imobilizada e um somente com o 

material (experimento controle). No material suplementar estão disponibilizados os 

espectros no UV-vis obtidos para diferentes concentrações de colesterol com cada 

material e a curva analítica de 0 a 16,5 mg dL-1 de colesterol total com barra de erro 

quando o teste foi realizado em duplicata (Figuras S29 a S37). Observa-se um desvio 

baixo entre as duplicatas e, por isso, a média dos valores foi considerada nas curvas 

analíticas. Além disso, a faixa de detecção linear, para a maioria dos materiais, 

compreendeu de 0 a 5,83 mg dL-1 de colesterol total, a qual foi considerada na regressão 

linear. Nas Figuras 30-33 estão as curvas analíticas (concentração de colesterol vs. 

absorbância em 500 nm) da enzima livre, OG e OG-La e dos materiais funcionalizados 

com BTDIm e BTDAc, respectivamente. 
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Figura 30. Curva analítica da quantificação colorimétrica de colesterol total em 

diferentes concentrações utilizando a enzima livre (ChOx) nas condições otimizadas. 
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Figura 31. Curvas analíticas da quantificação colorimétrica de colesterol total em 

diferentes concentrações utilizando os materiais: OG, OG/ChOx, OG-La e OG-La/ChOx 

nas condições otimizadas. 
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Figura 32. Curvas analíticas da quantificação colorimétrica de colesterol total em 

diferentes concentrações utilizando os materiais: OG-BTDIm, OG-BTDIm/ChOx, OG-

La-BTDIm 2:1, OG-La-BTDIm 2:1/ChOx, OG-La-BTDIm 1:1 e OG-La-BTDIm 

1:1/ChOx nas condições otimizadas. 
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Figura 33. Curvas analíticas da quantificação colorimétrica de colesterol total em 

diferentes concentrações utilizando os materiais: OG-BTDAc, OG-BTDAc/ChOx, OG-

La-BTDAc 2:1, OG-La-BTDAc 2:1/ChOx, OG-La-BTDAc 1:1 e OG-La-BTDAc 

1:1/ChOx nas condições otimizadas. 
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  Nas figuras acima, podemos observar que há uma correlação linear entre a 

concentração de colesterol e a absorbância e que a inclinação da reta é maior para os 

materiais com enzima imobilizada quando comparados com os análogos sem enzima. 

Novamente, os materiais OG e OG-La apresentaram considerável absorbância sem 

enzima, como era esperado a partir dos resultados previamente obtidos no capítulo I, 

sugerindo que os grupos oxigenados disponíveis - principalmente os grupos reativos 

como epóxido e carboxílico - podem estar reagindo com a enzima peroxidase do reagente 

de cor e gerando um falso positivo.170, 171 Por outro lado, os materiais funcionalizados 

com derivados de BTD não apresentaram alta absorbância na ausência da enzima 

colesterol oxidase, demonstrando a importância da BTD no bloqueio dos sítios 

oxigenados do OG, como observado pelas técnicas de caracterização. 

  A fim de comparar numericamente as características dos biossensores, na Tabela 

14 estão descritas as figuras de mérito extraídas da curva analítica: equação da curva 

analítica, coeficiente de regressão linear, sensibilidade e limites de detecção e 

quantificação (LOD e LOQ, respectivamente). Nas Figuras S38 a S40 se encontram os 

gráficos com as curvas analíticas para cada material testado nesse capítulo. Em algumas 

curvas analíticas foram consideradas duas faixas de detecção para colesterol total: uma 

de 0 a 5,83 mg dL-1 e outra de 0 a 3,9 mg dL-1, quando houve uma melhora na linearidade 

(R² > 0,95) pela exclusão do último ponto da curva. Os materiais sem enzima também 

foram testados como biossensores colorimétricos como comparativo e os resultados estão 

apresentados na Tabela S3. 
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Tabela 14. Figuras de mérito das curvas analíticas para quantificação de colesterol total 

utilizando materiais de óxido de grafeno modificados com derivados de BTD com e sem 

lantânio e imobilizados com a enzima colesterol oxidase 

Material Equação da curva 

analítica 

Linearidade 

(R² ajustado) 

Sensibilidade

b 

LOD

c 

LOQ

c 

Enzima Livre 

(ChOx) 

y=0,0912x+0,0755 0,9989 0,0912 0,02 0,08 

OG/ChOx y=0,0240x+0,1419 0,9640 0,0240 0,04 0,13 

OG-La/ChOx y=0,0272x+0,1122 0,9492 0,0272 0,02 0,06 

OG-La-BTDIm 

2:1/ChOx 

y=0,0539x+0,1079 0,9884 0,0539 0,04 0,14 

OG-La-

BTDIm1:1/ChOx 

y=0,0649x+0,1023 

y=0,0843x+0,0657a 

0,9340 

0,9885a 

0,0649 

0,0843a 

0,01 0,04 

OG-

BTDIm/ChOx 

y=0,0618x+0,1180 

 

0,9734 

 

0,0618 0,01 0,04 

OG-La-BTDAc 

2:1/ChOx 

y=0,0602x+0,0906 

y=0,0786x+0,0561a 

0,9216 

0,9609a 

0,0602 

0,0786a 

0,02 0,06 

OG-La-BTDAc 

1:1/ChOx 

y=0,0323x+0,1151 

y=0,0463x+0,0887a 

0,8707 

0,9868a 

0,0323 

0,0463a 

0,05 0,18 

OG-

BTDAc/ChOx 

y=0,0403x+0,1239 0,9828 0,0403 0,03 0,10 

aParâmetros para a faixa de 0 a 3,9 mg dL-1 de colesterol total. bA sensibilidade se refere ao coeficiente 

angular da equação da curva analítica cuja unidade é a razão entre a absorbância (u.a.) e a concentração de 

colesterol (mg dL-1). cLimite de detecção (LOD) e limite de quantificação (LOQ) foram calculados 

conforme equações 5 e 6 e estão expressos em mg dL-1. 

 

  A equação da curva analítica é utilizada para calcular a concentração de um 

determinado analito em função da resposta obtida pelo biossensor, nesse caso a 

absorbância. Porém algumas características dos biossensores podem ser extraídas dessa 

equação, como a sensibilidade e a linearidade. A sensibilidade é definida como o 

coeficiente angular da curva analítica; portanto um biossensor será mais sensível quanto 

maior for a variação na resposta com o aumento da concentração de analito.172 Dos 

parâmetros obtidos da curva analítica, podemos dizer que a sensibilidade da enzima livre 

na quantificação do colesterol total foi a maior; o que era esperado devido à dois fatores 

principais que podem prejudicar a atividade da enzima imobilizada: difusão e 
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porcentagem de enzima imobilizada.21, 168 Como visto anteriormente, a porcentagem de 

imobilização para os materiais funcionalizados foram de 66% a 94%, portanto já são 

esperadas menores atividades pela quantidade de enzima imobilizada. Observando os 

valores de sensibilidade, podemos concluir que os materiais OG e OG-La não são 

adequados para utilização como biossensor colorimétrico, pois apresentam 50% da 

sensibilidade na ausência da enzima (Tabela S3) quando comparados com OG/ChOx e 

OG-La/ChOx (Tabela 14), cujos motivos já foram discutidos anteriormente. Apesar dos 

materiais OG-La-BTDAc e OG-BTDAc sem enzima, que também possuem carboxilas 

terminais, possuírem sensibilidade comparáveis aos materiais OG e OG-La (Tabela S3), 

a sensibilidade quando na presença de ChOx foi consideravelmente maior (Tabela 14). 

Em contraponto, a sensibilidade dos materiais OG-La-BTDIm e OG-BTDIm sem enzima 

(Tabela S3) foram muito baixas quando comparadas com os mesmos materiais com 

enzima (Tabela 14). Isso é um indício de que a indisponibilidade dos grupos oxigenados 

reativos superficiais (ocupados pela BTDIm diretamente ou coordenada ao cátion La3+) 

pode ser determinante à medida que diminui a resposta referente ao material sem enzima, 

resultando em uma menor interferência do material na medida. 

  Considerando somente os valores de sensibilidade, podemos concluir que houve 

uma diferença significante na resposta dos biossensores funcionalizados com diferentes 

BTDs e também pela quantidade de BTD utilizada. A sensibilidade foi maior para os 

materiais funcionalizados com BTDIm quando comparados com os análogos com 

BTDAc, provavelmente devido a maior porcentagem de imobilização e atividade 

recuperada (ver Tabela 13). Apesar do material OG-La-BTDIm 2:1/ChOx ter apresentado 

a maior porcentagem de imobilização (94%), dentre os materiais funcionalizados com 

BTDIm, este foi o que apresentou a menor sensibilidade, confirmando que a estrutura do 

material também interfere na atividade do biossensor. Esses resultados sugerem que o 

tamanho de cristalito obtido por espectroscopia Raman, ou seja, a maior característica de 

grafite do material OG-La-BTDIm 2:1 produziu biossensores menos sensíveis ao 

colesterol, provavelmente por deixar a enzima menos disponível. Os materiais OG-La-

BTDIm 1:1/ChOx e OG-BTDIm/ChOx foram os que apresentaram a maior sensibilidade 

dentre todos os materiais produzidos nesse capítulo. Por outro lado, os materiais com 

BTDAc, apresentaram menor sensibilidade e uma faixa de detecção até 3,9 mg dL-1 de 

colesterol total com linearidade aceitável (R² > 0,95). Embora o método colorimétrico 

seja um método de baixo custo, simples e prático, onde a mudança de coloração pode ser 

avaliada a olho nu, a faixa de detecção foi adequada tanto para a quantificação de 
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colesterol total em plasma como em saliva, cuja concentração varia de 0,5 a 12,2 mg      

dL-1.12, 13 Todos os materiais desenvolvidos nesse capítulo se mostraram adequados para 

determinação não invasiva de colesterol total em amostras de saliva, que fica na média de 

2,3 mg dL-1 para um indivíduo saudável (considerando um fator de diluição de 0,5 devido 

ao reagente de cor).12 

  Os limites de quantificação e detecção foram calculados considerando o desvio 

dos valores de absorbância das amostras do branco (sem colesterol), conforme as 

equações 5 e 6. O LOD é a figura de mérito que descreve a habilidade do biossensor de 

discriminar um sinal detectável do ruído enquanto o LOQ é a menor concentração de 

analito capaz de gerar um sinal quantificável com grau de certeza aceitável para um 

determinado método analítico.172 Observa-se que ambos LOD e LOQ são menores para 

os materiais com enzima imobilizada quando comparados aos análogos sem enzima, 

reafirmando a importância da enzima na reação catalítica. O material OG-La-BTDAc 

1:1/ChOx foi o que apresentou menores LOD e LOQ, com valores similares aos da 

enzima livre. No geral, todos materiais funcionalizados foram capazes de medir 

quantidades de colesterol menores que a menor concentração de colesterol analisada na 

curva analítica, mantendo a faixa de detecção. 

 Outros fatores que podem prejudicar a catálise enzimática pós imobilização são a 

conformação e orientação que a enzima se encontra no suporte.168, 170 Para compreender 

a catálise e inferir sobre esses fatores, é necessário compreender a cinética enzimática.  

Na Figura S41 se encontram os gráficos de Lineweaver-Burk da enzima livre e de todos 

os materiais com enzima imobilizada, obtidos a partir da equação 7. A atividade do 

material com enzima e sem colesterol foi subtraída de todos os pontos a fim de excluir a 

absorção atribuída ao material. A regressão linear da curva de Lineweaver-Burk, bem 

como as constantes Km e vmax extraídas da equação linear estão apresentadas na Tabela 

15. 
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Tabela 15. Regressão linear e constantes extraídas dos gráficos de Lineweaver-Burk para 

os materiais de óxido de grafeno funcionalizados com derivados de BTD com enzima 

colesterol oxidase 

Material com ChOx Regressão Linear da 

curva de Linewear-Burk 

Km vmax Km/vmax 

Enzima livre y = 5 10-5x + 0,0001 0,50 10 103 5 10-5 

OG/ChOx y = 3 10-5x + 0,0007 0,04 1,4 103 3 10-5 

OG-La/ChOx y = 5 10-5x + 0,0007 0,07 1,4 103 5 10-5 

OG-La-BTDIm 2:1/ChOx y = 6 10-5x + 0,0003 0,20 3,3 103 6 10-5 

OG-La-BTDIm 1:1/ChOx y = 6 10-5x + 0,0002 0,30 5,0 103 6 10-5 

OG-BTDIm 2:1/ChOx y = 5 10-5x + 0,0002 0,25 5,0 103 5 10-5 

OG-La-BTDAc 2:1/ChOx y = 5 10-5x + 0,0004 0,15 2,5 103 6 10-5 

OG-La-BTDAc 1:1/ChOx y = 5 10-5x + 0,0005 0,10 2,0 103 5 10-5 

OG-BTDAc 2:1/ChOx y = 5 10-5x + 0,0004 0,13 2,5 103 5 10-5 

 

  A velocidade máxima é a velocidade limitante da reação e se relaciona 

diretamente com a etapa de formação e liberação do produto e restauração da enzima. Em 

relação à velocidade máxima, a enzima livre apresentou o maior valor; o que era esperado 

à medida que a enzima se apresenta na solução (sistema homogêneo) e facilita a liberação 

do produto, aumentando a eficiência catalítica. Quando a enzima está imobilizada 

(sistema heterogêneo), no entanto, tanto a alteração conformacional quanto a difusão de 

substrato e produto é dificultada pela presença do suporte no entorno, diminuindo a 

velocidade máxima.168 

  A constante de Michaelis-Menten expressa a habilidade de uma enzima de se ligar 

ao substrato para catalisar a reação (afinidade ao substrato) e é dada pela razão entra as 

constantes de dissipação e de formação do complexo enzima-substrato. Portanto, um 

valor elevado de Km significa menor afinidade entre enzima e substrato, enquanto um 

menor valor de Km significa o favorecimento da formação do complexo enzima-substrato 

(maior afinidade). Observando os dados da Tabela 15, temos valores de Km menores nos 

sistemas com enzima imobilizada, confirmando que as enzimas foram imobilizadas em 

configurações favoráveis, exigindo menos substrato para atingir a vmáx e, portanto, a 

enzima é mais eficiente nesses sistemas em relação à enzima livre. Em alguns casos, as 
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enzimas perdem sua atividade ou sofrem distorção na estrutura após a imobilização 

devido às propriedades físico-químicas da enzima, natureza do suporte e/ou suas 

interações mútuas.21 O resultado obtido nesse estudo é muito satisfatório, sugerindo que 

a enzima deve estar interagindo diretamente com o suporte e/ou através do ligante, 

evitando a ligação multipontual que pode levar ao enrijecimento da enzima ou bloqueio 

do sítio ativo.170 Novamente confirma-se a importância dos derivados de BTD na 

funcionalização do óxido de grafeno, adequando a superfície do nanomaterial e 

melhorando a interação com a biomolécula estudada. 

  Em seguida, foram realizados testes com os principais interferentes encontrados 

no plasma sanguíneo e isopropanol, utilizado na solubilização do colesterol. Os resultados 

são mostrados na Figura 34. 

 

padrão de

colesterol

ácido

ascórbico

ácido úrico glicose isopropanol

0,0

0,4

0,8

1,2

1,6

2,0

A
ti

v
id

a
d

e
 (

U
 m

L
-1
 m

in
-1
)

Interferentes  

Figura 34. Estudo de interferentes na detecção simultânea com colesterol total por OG-

La-BTDIm 1:1/ChOx. A linha pontilhada corresponde a 5% de erro em relação à 

atividade obtida para 1,98 mg dL-1 de colesterol total. 

 

  Visto que as enzimas são altamente específicas em condições ambientes e que a 

inibição é reduzida com a imobilização por efeitos estéricos e difusionais, não se espera 

diferença significativa entre a atividade para o colesterol e para os interferentes 

testados.14, 21, 170 A menor atividade foi obtida na presença de ácido ascórbico com o 

biossensor OG-La-BTDIm 1:1/ChOx, que consome o H2O2 gerado; porém essa diferença 

foi menor de 5% em relação à atividade na presença do padrão de colesterol total. Como 

não se observou atividade muito diferente em relação ao padrão para os principais 
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interferentes quando aplicado o material OG-La-BTDIm 1:1/ChOx (< 5%), confirma-se 

a especificidade dessa enzima para oxidação do colesterol. 

  Por fim, as atividades dos biossensores foram medidas considerando 0 a 10 

semanas de armazenamento dos materiais à 4 °C (Figura 35). 
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Figura 35. Porcentagem de atividade dos biossensores em relação ao tempo de 

armazenamento. 

 

  Como apresentado na Figura 35, mesmo após 10 semanas acondicionados à 4 °C, 

os biossensores mantiveram mais de 50% da atividade na determinação colorimétrica de 

colesterol, demonstrando a viabilidade de comercialização desses materiais já com a 

enzima imobilizada. Os materiais funcionalizados com BTDIm perderam menos 

atividade em relação aos análogos funcionalizados com BTDAc, corroborando com os 

valores obtidos de sensibilidade. Nesse sentido, os materiais produzidos nesse capítulo 

são capazes de serem produzidos, armazenados e utilizados na quantificação específica 

de colesterol total.  

  A partir dos resultados de caracterização e aplicação dos materiais de OG 

funcionalizados com derivados de BTD, nesse capítulo foram sintetizados novos 

materiais com potencial aplicação como biossensor colorimétrico para colesterol. Nesse 

estudo, a enzima colesterol oxidase foi utilizada como elemento de biorreconhecimento, 

resultando em alta atividade, seletividade e especificidade, característicos dos sistemas 

enzimáticos.170 O diferencial da BTD em relação à outras moléculas comumente 
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utilizadas para funcionalização do grafeno, é a estrutura quase planar, que pode facilitar 

a imobilização de enzimas afastada da folha de óxido de grafeno, diminuindo os efeitos 

difusionais. Além disso, nesse trabalho não foram utilizados metais nobres ou 

nanopartículas metálicas, o que é utilizado em muitos trabalhos da literatura e acabam por 

aumentar o custo da análise além de gerarem complicações relacionadas a agregação e/ou 

biocompatibilidade das NPs.42 Embora a presença de lantânio no material não seja 

fundamental para gerar uma boa atividade do biossensor, a coordenação dos derivados de 

BTD através desse íon metálico pode evitar o lixiviamento. Os parâmetros avaliados 

nesse estudo (sensibilidade, LOD, LOQ, atividade recuperada, porcentagem de 

imobilização, linearidade) para os materiais OG-La-BTDIm 1:1 e OG-BTDIm foram 

equiparáveis. Dentre as vantagens dos biossensores produzidos nesse capítulo, pode-se 

destacar o método colorimétrico de quantificação que pode ser conduzido por qualquer 

operador e a determinação pode ser realizada, inclusive, a olho nu. Adicionalmente, as 

propriedades dos derivados de BTD também permitem a utilização desses materiais como 

sensores eletroquímicos ou fluorescente. A estrutura π-conjugada da BTD facilita a 

transferência eletrônica para o grafeno enquanto os grupos terminais amina ou ácido 

carboxílico permitem uma interação por ligação de hidrogênio ou covalente com as 

enzimas.20 Como visto pelos estudos fotofísicos, a BTD associada ao grafeno apresenta 

intensa fluorescência e essa característica pode ser explorada para a detecção de diversas 

outras moléculas, como descrito na literatura.101, 102, 160 
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10 Conclusões parciais 

 No capítulo II desse estudo, foram produzidos materiais inéditos de óxido de 

grafeno funcionalizados com derivados de BTD, com ou sem o cátion lantânio, para 

aplicação como biossensor colorimétrico de colesterol total. Os materiais e os ligantes 

foram caracterizados por TGA, XPS, análise elementar, espectroscopia no FTIR-ATR e 

Raman e estudos fotofísicos. 

  Observou-se por espectroscopia no FTIR-ATR e XPS que o óxido de grafeno 

apresenta grupos oxigenados de superfície, como carbonila, carboxila, hidroxila e 

epóxido. Por TGA, a redução dos grupos oxigenados ocorre em duas regiões, abaixo de 

400 ºC para os grupos mais lábeis e acima de 600 ºC para os grupos mais estáveis. 

 A funcionalização com BTDIm e BTDAc foi confirmada por espectroscopia no 

FTIR-ATR, espectroscopia Raman, XPS, análise térmica e análise elementar. A 

espectroscopia de absorção na região do UV-vis e espectroscopia de emissão e excitação 

de fluorescência também confirmaram a presença de BTD e indicaram que os materiais 

produzidos nesse estudo podem ser utilizados como sensores fluorescentes. 

  A inserção do lantânio provocou um deslocamento batocrômico em 1620 cm-1 

relativo ao estiramento C=C, sugerindo que o lantânio esteja se coordenando a esses 

grupos presentes no suporte. Outra possibilidade é a coordenação do La3+ às carboxilas, 

tanto do óxido de grafeno como da BTDAc, indicada pela estabilização de grupos 

oxigenados, diminuindo a perda de massa acima de 600 °C, de acordo com a análise 

termogravimétrica. Por fim, a análise de XPS indica que o lantânio pode se coordenar às 

carboxilas do óxido de grafeno, à carboxila terminal da BTDAc, ao nitrogênio da BTDIm 

e/ou ao anel imidazol(ólio) de ambos derivados de BTD. Pela análise elementar e 

espectroscopia Raman, observa-se que o aumento na quantidade de BTDIm produziu 

materiais com maior característica de grafeno, demonstrando que o aumento do ligante 

favoreceu a coordenação somente por um grupo imidazol, enquanto para a BTDAc não 

houve diferença. 

  A enzima colesterol oxidase foi imobilizada sobre os materiais e estes foram 

utilizados como biossensores colorimétricos para colesterol total. Foram otimizados os 

tempos de reação e imobilização e a quantidade de enzima imobilizada no material OG-

La-BTDIm 2:1. Considerando os valores de sensibilidade, podemos concluir que a ordem 

crescente de atividade dos materiais funcionalizados é: OG-La-BTDAc 1:1/ChOx < OG-

BTDAc/ChOx < OG-La-BTDIm 2:1/ChOx < OG-La-BTDAc 2:1/ChOx < OG-
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BTDIm/ChOx < OG-La-BTDIm1:1/ChOx. Os melhores materiais foram OG-La-BTDIm 

1:1 e OG-BTDIm com sensibilidade de 0,0649 e 0,0618 u.a. dL mg-1, respectivamente. 

Estes materiais apresentaram porcentagem de imobilização superior a 90%, atividade 

recuperada de aproximadamente 70% e LOQ de 0,04 mg dL-1 de colesterol. 

  Foram extraídas as constantes Km e vmax do gráfico de Lineweaver-Burke e se 

observou que, apesar da velocidade máxima ser maior para a enzima livre, a constante de 

Michaelis-Menten foi menor para os materiais funcionalizados com BTD. Isso demonstra 

que a enzima colesterol oxidase foi imobilizada de forma eficiente, sem bloqueio do sítio 

ativo ou enrijecimento da estrutura. 

  Os materiais foram testados na presença dos interferentes glicose, ácido ascórbico, 

ácido úrico e isopropanol, mas não houve desvio na absorbância considerável para esses 

interferentes, demonstrando a especificidade da enzima. 

  Por fim, foi realizado estudo de armazenamento do biossensor e houve perda de 

25-50% da atividade dependendo do material após 10 semanas estocado à 4 °C, 

demonstrando a viabilidade de produção e comercialização dos biossensores produzidos 

nesse estudo. 
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11 Conclusões 

  Considerando que a maior limitação dos testes laboratoriais de determinação de 

colesterol é o alto custo da enzima colesterol oxidase, os biossensores são alternativas 

superiores às outras técnicas de quantificação (cromatografias líquida e gasosa) pelos 

protocolos simples, possibilidade de reutilização, alta especificidade e baixo custo. 

  No primeiro capítulo, o óxido de grafeno foi funcionalizado com os líquidos 

iônicos derivados do cátion imidazólio seguido da deposição de nanopartículas de ouro 

pela técnica de sputtering. Enquanto o LI 1, com uma terminação amina ligada 

covalentemente ao óxido de grafeno, apresentou estrutura tipo grafeno, as duas aminas 

terminais do LI 2 se ligaram às folhas de óxido de grafeno formando uma estrutura 

grafítica. Quando aplicados como biossensores colorimétricos para colesterol total, os 

materiais OG-LI 1/Au NPs/ChOx e OG-LI 2/Au NPs/ChOx apresentaram atividades 

recuperadas de 78% e 55% e sensibilidades de 0,1274 e 0,0969 u.a. dL mg-1, 

respectivamente. Observou-se um efeito sinergético entre o óxido de grafeno 

funcionalizado com os líquidos iônicos e as nanopartículas de ouro resultando em mais 

de 90% de imobilização da enzima colesterol oxidase.  

  No capítulo II, o óxido de grafeno foi funcionalizado com derivados de 2,1,3-

benzotiadiazolas com ou sem lantânio. Os materiais foram caracterizados por 

espectroscopia no FTIR-ATR e Raman, TGA, XPS e estudos fotofísicos, onde se 

evidenciou interações entre OG, La3+ (quando utilizado) e o ligante BTD. O aumento na 

quantidade de BTD somente causou efeito no material para a BTDIm, sugerindo que em 

baixas quantidades possa estar se coordenando pelos dois anéis imidazol e, aumentando 

a quantidade, somente por um deles. Os materiais OG-La-BTDIm 1:1 e OG-BTDIm 

apresentaram maior eficiência quando aplicados na quantificação de colesterol total 

dentre os materiais produzidos no capítulo II, com sensibilidade de 0,0649 e 0,0618 u.a. 

dL mg-1, respectivamente. Estes materiais apresentaram porcentagem de imobilização, 

atividade recuperada, resistência ao armazenamento e faixa de quantificação melhores 

que os materiais análogos com BTDAc.  

 Em ambos os capítulos os materiais de óxido de grafeno funcionalizados foram 

aplicados como biossensores colorimétricos para colesterol total e observou-se que os 

materiais não-funcionalizados não foram capazes de distinguir as diferentes 

concentrações do analito. Portanto, a funcionalização do óxido de grafeno é essencial para 

a quantificação do colesterol à medida que a ocupação dos grupos oxigenados de 
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superfície evita falso positivo. Além disso, os diferentes ligantes afetam de forma singular 

a estrutura dos nanomateriais funcionalizados, influenciando na imobilização de enzimas 

e, consequentemente, na atividade do biossensor. 

  Além disso, os materiais desenvolvidos nesse estudo podem ser utilizados para a 

determinação de colesterol não invasiva por meio de uma metodologia simples e prática, 

utilizando a saliva como biofluído. 
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Anexo 1: Material suplementar 
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Figura S 1. Curva de calibração da enzima livre colesterol oxidase de microrganismos 

utilizada em todos os cálculos de atividade do capítulo I. 
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Figura S 2. Otimização do volume de enzima ChOx de microorganismos utilizada na 

imobilização de 3 mg de material. 
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Figura S 3. Espectros no UV-visível da absorção da reação colorimétrica utilizando 

enzima livre (ChOx de microrganismos) após 60 min incubado com concentração de 

colesterol de 0,995; 1,980; 3,921; 5,825; 9,524; 13,084 e 18,182 mg dL-1. 
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Figura S 4. Curva analítica da quantificação de colesterol total pela enzima livre 

colesterol oxidase de microrganismos e correlação linear entre concentração e 

absorbância. 
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Figura S 5. Espectros no UV-visível da absorção da reação colorimétrica utilizando o 

biossensor OG-LI 1/Au NP/ChOx após 60 min incubando com concentração de colesterol 

de 0,995; 1,980; 3,921; 5,825; 9,524 e 13,084 mg dL-1. 
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Figura S 6. Curva analítica da quantificação de colesterol total pelo material OG-LI 1/Au 

NP/ChOx e correlação linear entre concentração e absorbância. 
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Figura S 7. Espectros no UV-visível da absorção da reação colorimétrica utilizando o 

biossensor OG-LI 2/Au NP/ChOx após 60 min incubando com concentração de colesterol 

de 0,995; 1,980; 3,921; 5,825; 9,524 e 13,084 mg dL-1. 
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Figura S 8. Curva analítica da quantificação de colesterol total pelo material OG-LI 2/Au 

NP/ChOx e correlação linear entre concentração e absorbância. 
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Figura S 9. Curva de calibração da enzima livre de streptomices sp normalizada no zero 

e utilizada em todos os cálculos de atividade do capítulo II. 

 

 

Figura S 10. RMN 1H (400 MHz) da BTDIm realizado em CD3COD. 
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Figura S 11. RMN 1H (400 MHz) da BTDAc realizado em D2O. 
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Figura S 12. Espectro na região do infravermelho com transformada de Fourier dos 

materiais sólidos OG e OG-La. 
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Figura S 13. Espectro na região do infravermelho com transformada de Fourier dos 

materiais sólidos BTDIm, OG-BTDIm, OG-La-BTDIm 2:1 e OG-La-BTDIm 1:1. 
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Figura S 14. Espectro na região do infravermelho com transformada de Fourier dos 

materiais sólidos BTDIm, OG-BTDAc, OG-La-BTDAc 2:1 e OG-La-BTDAc 1:1. 

 



132 

 

1800 1700 1600 1500 1400 1300 1200

1580 cm
-1

T
ra

n
s
m

it
â
n

c
ia

 (
u

.a
.)

 Número de onda (cm
-1
)

 OG-BTDIm

 OG-La-BTDIm 2:1

 OG-La-BTDIm 1:1

 OG-BTDAc

 OG-La-BTDAc 2:1

 OG-La-BTDAc 1:1

 OG

 OG-La

1620 cm
-1

 

Figura S 15. Deslocamento da banda estiramento C=O de ácido carboxílico dos materiais 

de óxido de grafeno funcionalizados com derivados de BTD com e sem o cátion lantânio. 
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Tabela S1. Dados da análise termogravimétrica dos materiais e derivados de BTD. 

Material 
Perda de massa 

até 150 ºC 

Perda de massa 

150-400 ºC 

Perda de massa 

400-700 ºC 

Perda de 

massa total 

 T (ºC) %  T (ºC) %  T (ºC) %  % 

GO 

53,3 14,95 244,8 

302,8 

28,64 

6,32 

681,1 15,81 65,72 

GO-La 42,4 18,34 257,6 27,50 629,9 14,55 60,39 

BTDIm - - 391,2 84,12 - - 84,12 

GO-BTDIm 44,5 12,59 251,7 28,47 692,0 19,49 60,54 

GO-La-

BTDIm 2:1 

59,2 9,72 241,8 27,30 631,0 13,38 50,40 

GO-La-

BTDIm 1:1 

53,2 11,62 237,2 25,86 627,3 21,38 58,86 

BTDAc 131,1 4,92 336,8 32,27 626,4 8,8 49,04 

GO-BTDAc 41,1 13,21 248,9 30,92 672,6 25,52 69,65 

GO-La-

BTDAc 2:1 

49,1 13,01 244,9 23,82 615,2 29,15 65,98 

GO-La-

BTDAc 1:1 

42,2 15,31 243,8 27,38 619,3 28,98 71,67 
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Figura S 16. Espectros de absorbância no UV-visível da solução aquosa (A) e refletância 

difusa dos materiais OG e OG-La e emissão de fluorescência em diferentes comprimentos 

de onda da solução aquosa de OG (C) e OG-La (D). 

 

Figura S 17. Espectros de absorbância no UV-visível da BTDIm e materiais 

funcionalizados com BTDIm em solução aquosa (A) e sólido (B) e refletância difusa (C). 
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Figura S 18. Espectros de absorbância no UV-visível da BTDAc e materiais 

funcionalizados com BTDAc em solução aquosa (A) e sólido (B) e refletância difusa (C). 

 

 

Figura S 19. Espectros de emissão e excitação de fluorescência de sólido das moléculas 

BTDIm (A) e BTDAc (B). 
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Figura S 20. Espectro de emissão de fluorescência utilizando diferentes comprimentos 

de onda de excitação para os materiais OG (A) e OG-La (B) em solução aquosa. 

 

 

Figura S 21. Espectro de emissão de fluorescência utilizando diferentes comprimentos 

de onda de excitação (em colorido) e espectro de excitação de fluorescência no 

comprimento de onda máximo de emissão (em preto) da BTDIm (A) e dos materiais OG-

BTDIm (B), OG-La-BTDIm 2:1 (C) e OG-La-BTDIm 1:1 (D) em solução aquosa. 
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Figura S 22. Espectro de emissão de fluorescência utilizando diferentes comprimentos 

de onda de excitação (em colorido) e espectro de excitação de fluorescência no 

comprimento de onda máximo de emissão (em preto) da BTDAc (A) e dos materiais OG-

BTDAc (B), OG-La-BTDAc 2:1 (C) e OG-La-BTDAc 1:1 (D) em solução aquosa. 

 



138 

 

 

Figura S 23. Espectros de XPS survey do material OG-La (A) e de alta resolução das 

regiões do C 1s (B), O 1s (C), N 1s (D), S 2p (E) e La 3d (F). 
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Figura S 24. Espectros de XPS survey do material OG-BTDIm (A) e de alta resolução 

das regiões do C 1s (B), O 1s (C), N 1s (D), S 2p (E) e La 3d (F). 
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Figura S 25. Espectros de XPS survey do material OG-La-BTDIm 2:1 (A) e de alta 

resolução das regiões do C 1s (B), O 1s (C), N 1s (D), S 2p (E) e La 3d (F). 
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Figura S 26. Espectros de XPS survey do material OG-La-BTDAc 2:1 (A) e de alta 

resolução das regiões do C 1s (B), O 1s (C), N 1s (D), S 2p (E) e La 3d (F). 
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Figura S 27. Espectros no UV-visível da absorção da reação utilizando enzima livre (1 

L da solução estoque) com 9,5 mg dL-1 de colesterol normalizada no branco, medida a 

cada 5 min. 
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Tabela S2. Absorbância e atividade das reações com 9,5 mg dL-1 de colesterol 

normalizado no branco com diferentes volumes de enzima adicionado. Dados utilizados 

no cálculo de porcentagem de imobilização e atividade recuperada. 

Volume de 

enzima 

Enzima 

Livre 

Material 

OG-La-

BTDIm 2:1 

Sobrenadante Lavagem 

1 

Lavagem 

2 

0 (branco) 0,0864 
    

0,5 0,2434 

4529,9 

0,1174 

2184,9 

0,0552 

1027,3 

0,0584 

1086,9 

0,0565 

1051,5 

1 0,4600 

4280,5 

0,2633 

2450,1 

0,0678 

630,9 

0,0710 

660,7 

0,0635 

590,9 

2 0,6845 

3184,8 

0,3882 

1806,2 

0,0726 

337,8 

0,0720 

335,0 

0,0651 

302,9 

5 0,8704 

1619,9 

0,5848 

1088,4 

0,0720 

134,0 

0,0761 

141,6 

0,0644 

119,9 
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Figura S 28. Espectros no UV-visível das reações com 9,5 mg dL-1 de colesterol 

utilizando enzima livre (ChOx) e o material OG-La-BTDIm 2:1/ChOx com diferentes 

tempos de imobilização. A reação ocorreu por 30 min a 37 ºC. 
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Figura S 29. Espectro no UV-visível das medidas com diferentes concentrações de 

colesterol total utilizando enzima livre e duplicatas (A-C), curvas analíticas da 

absorbância em 500 nm em função da concentração de colesterol (D) e a média das 

duplicatas com barra de erro (E). 
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Figura S 30. Espectro no UV-visível das medidas com diferentes concentrações de 

colesterol total utilizando OG/ChOx (A-B) e OG (C), curvas analíticas da absorbância 

em 500 nm em função da concentração de colesterol (D) e a média das duplicatas com 

barra de erro (E). 
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Figura S 31. Espectro no UV-visível das medidas com diferentes concentrações de 

colesterol total utilizando OG-La/ChOx (A-B) e OG-La (C), curvas analíticas da 

absorbância em 500 nm em função da concentração de colesterol (D) e a média das 

duplicatas com barra de erro (E). 
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Figura S 32. Espectro no UV-visível das medidas com diferentes concentrações de 

colesterol total utilizando OG-La-BTDIm 2:1/ChOx (A-B) e OG-La-BTDIm 2:1 (C), 

curvas analíticas da absorbância em 500 nm em função da concentração de colesterol (D) 

e a média das duplicatas com barra de erro (E). 
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Figura S 33. Espectro no UV-visível das medidas com diferentes concentrações de 

colesterol total utilizando OG-La-BTDIm 1:1/ChOx (A-B) e OG-La-BTDIm 1:1 (C), 

curvas analíticas da absorbância em 500 nm em função da concentração de colesterol (D) 

e a média das duplicatas com barra de erro (E). 
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Figura S 34. Espectro no UV-visível das medidas com diferentes concentrações de 

colesterol total utilizando OG-BTDIm/ChOx (A-B) e OG-BTDIm (C), curvas analíticas 

da absorbância em 500 nm em função da concentração de colesterol (D) e a média das 

duplicatas com barra de erro (E). 
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Figura S 35. Espectro no UV-visível das medidas com diferentes concentrações de 

colesterol total utilizando OG-La-BTDAc 2:1/ChOx (A-B) e OG-La-BTDAc 2:1 (C), 

curvas analíticas da absorbância em 500 nm em função da concentração de colesterol (D) 

e a média das duplicatas com barra de erro (E). 
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Figura S 36. Espectro no UV-visível das medidas com diferentes concentrações de 

colesterol total utilizando OG-La-BTDAc 1:1/ChOx (A-B) e OG-La-BTDAc 1:1 (C), 

curvas analíticas da absorbância em 500 nm em função da concentração de colesterol (D) 

e a média das duplicatas com barra de erro (E). 
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Figura S 37. Espectro no UV-visível das medidas com diferentes concentrações de 

colesterol total utilizando OG-BTDAc/ChOx (A-B) e OG-BTDAc (C), curvas analíticas 

da absorbância em 500 nm em função da concentração de colesterol (D) e a média das 

duplicatas com barra de erro (E). 
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Figura S 38. Curvas analítica e regressão linear da quantificação de diferentes 

concentrações de colesterol utilizando os materiais OG (A). OG/ChOx (B), OG-La (C) e 

OG-La/ChOx (D). 
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Figura S 39. Curvas analítica e regressão linear da quantificação de diferentes 

concentrações de colesterol utilizando os materiais OG-BTDIm (A). OG-BTDIm/ChOx 

(B), OG-La-BTDIm 2:1 (C), OG-La-BTDIm 2:1/ChOx (D), OG-La-BTDIm 1:1 (E) e 

OG-La-BTDIm 1:1/ChOx (F). 

 



155 

 

 

Figura S 40. Curvas analítica e regressão linear da quantificação de diferentes 

concentrações de colesterol utilizando os materiais OG-BTDAc (A). OG-BTDAc/ChOx 

(B), OG-La-BTDAc 2:1 (C), OG-La-BTDAc 2:1/ChOx (D), OG-La-BTDAc 1:1 (E) e 

OG-La-BTDAc 1:1/ChOx (F). 
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Tabela S3. Figuras de mérito das curvas analíticas para quantificação de colesterol total 

utilizando materiais de óxido de grafeno modificados com derivados de BTD sem a 

enzima colesterol oxidase 

Material Equação da curva 

analítica 

Coeficiente de 

regressão (R²) 

Sensibilidade 

b 

LOD

c 

LOQ

c 

OG y=0,0105x+0,1020 0,9428 0,0105 0,53 1,77 

OG-La y=0,0070x+0,1057 0,9076 0,0070 0,29 0,98 

OG-La-BTDIm 

2:1 

y=0,0015x+0,0702 0,8429 0,0015 1,13 3,76 

OG-La-BTDIm 

1:1 

y=0,0021x+0,0708 0,9934 0,0021 1,37 4,56 

OG-BTDIm y=0,0021x+0,0808 0,6895 0,0021 0,56 1,85 

OG-La-BTDAc 

2:1 

y=0,0034x+0,0642 0,7156 0,0034 0,12 0,43 

OG-La-BTDAc 

1:1 

y=0,0083x+0,0818 0,7695 0,0083 0,08 0,26 

OG-BTDAc y=0,0074x+0,0945 0,5945 0,0074 0,38 1,26 

aParâmetros para a faixa de 0 a 3,9 mg dL-1 de colesterol total. bA sensibilidade se refere ao coeficiente 

angular da equação da curva analítica cuja unidade é a razão entre a absorbância em unidades arbitrárias e 

a concentração de colesterol (mg dL-1).cLimite de detecção (LOD) e limite de quantificação (LOQ) foram 

calculados a partir do desvio do branco de acordo com as equações 5 e 6 e estão expressos em mg dL-1. 
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Figura S 41. Gráficos de Lineweaver-Burk da enzima livre e de todos os materiais com 

ChOx imobilizada com respectivas regressões lineares. 

 


