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RESUMO

Neste trabalho foram sintetizados dois diferentes materiais hibridos a base de silica para
serem aplicados no desenvolvimento de sensores eletroquimicos. O primeiro trata de
silica mesoporosa modificada por uma reacdo de enxerto com silsesquioxano iénico
contendo o grupo cloreto de 1,4-diazoniabiciclo[2,2,2]octano. Esse material,
denominado (Db/Silica), contém o silsesquioxano altamente disperso na superficie da
silica e foi utilizado como modificador de eletrodo de pasta de carbono para
determinacdo de metil paration. Espectroscopia no infravermelho, analise elementar e
isotermas de adsorcdo e dessor¢do de N, foram utilizadas para a caracterizagcdo do
material. O comportamento eletroquimico do metil paration foi avaliado por voltametria
ciclica e voltametria de pulso diferencial. A faixa de resposta linear do metil paration foi
entre 1,25 x 107 e 2,56 x 10°® mol L™, em solugdo tamp&o Britton- Robinson (BR) em
pH 6,0. O limite de deteccdo e a sensibilidade do eletrodo contendo Db/Silica foram
estimados em 0,013 pmol L™ e 6,3 pA pmol L™. A segunda proposta trata da sintese,
via método sol-gel, de trés matrizes carbono cerdmicos. O resultado foi a obtencéo de
trés matrizes mesoporosas denominadas SG1, SG2 e SG3 com méaximos de distribuicdo
de tamanho de poros em 7, 14 e 21 nm, respectivamente. As matrizes foram
modificadas  covalentemente ~ com  3-aminopropiltrimetoxisilano ~ (APTMS),
glutaraldeido (GA) e com a enzima Glicose Oxidase (GOx). As matrizes e 0s materiais
resultantes das modificacbes foram caracterizados por isotermas de adsorcdo e
dessorcdo de N, analise termogravimétrica e quantificacdo espectrofométrica de
proteina pelo método de Bradford. Os materiais modificados foram utilizados na forma
de discos para confeccdo de eletrodos carbono cerdmicos e seu comportamento
eletroquimico avaliado inicialmente por voltametria ciclica. O material modificado em
que foi utilizada a matriz com maior tamanho de poros, SG3/AP/GA/GOX, apresentou
melhor resposta de corrente para a imobilizacdo da enzima quando comparado aos
outros dois suportes. Desta forma, esse material foi caracterizado por microscopia
eletrbnica de varredura (MEV) e por espectroscopia de dispersdo de elétrons (EDS) e
avaliado como biossensor para glicose por cronoamperometria. A faixa de resposta
linear do biossensor foi entre 0,39 e 5,36 mmol L™ de glicose, em atmosfera de gés
argonio. A sensibilidade e o limite de deteccdo do eletrodo carbono ceramico nesta

atmosfera foram estimados em 0,33 pA mM™ cm? e 0,93 mmol L™, respectivamente. A
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a constante de Michaelis-Menten (Ky,) estimada em 1,27 mmol L™ e a corrente maxima
de saturacdo (iss) em 0,59 pA. O eletrodo carbono ceramico SG3/AP/GA/GOX, avaliado
em atmosfera saturada de O, apresentou resposta linear na faixa de concentracdo de
glicose entre 0,2 e 2,47 mmol L™. A sensibilidade e o limite de detecdo foram
estimados em 4,44 pA mM™ cm™e 0,26 mmol L™ respectivamente, Ky 0,52 mmol L™ e
iss 3,12 pA. Esses resultados mostram que os materiais Db/Silica e SG3/AP/GA/GOx
apresentam potencialidade para serem aplicados como sensor eletroquimico para metil

paration e biossensor para glicose, respectivamente.
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ABSTRACT

In this work, two different silica based hybrid materials were synthesized and applied in
the development of electrochemical sensors. The first one was a mesoporous silica
material modified by grafting reaction with an ionic silsesquioxane containing the 1,4-
diazoniabicyclo[2.2.2]octane chloride group. This material, called (Db/Silica), presents
the silsesquioxane highly dispersed on silica surface, and it was used as the modifier of
carbon paste electrode for methyl paration determination. Infrared spectroscopy,
elemental analysis and nitrogen adsorption-desorption isotherms were used for material
characterization. The electrochemical behavior of methyl paration was evaluated by
cyclic voltammetry and differential pulse voltammetry. The linear response for methyl
paration was obtained in the range of 1.25 x 107 and 2.56 x 10® mol L™, in Britton-
Robinson buffer solution, pH 6.0. The detection limit and sensitivity of the electrode
containing Db/Silica were estimated as 0.013 pumol L™ and 6.3 pA pmol L*
respectively. The second proposal is based on the synthesis of three carbon ceramic
matrices by sol-gel method. The obtained mesoporous materials were denominated
SG1, SG2 and SG3 and present a maximum porous size distribution at 7, 14 and 21 nm,
respectively.  These  matrices  were  covalently = modified  with  3-
aminopropyltrimethoxysilane (APTMS), glutaraldehyde (GA) and with the Glucose
Oxidase (GOx) enzyme. The matrices and modified materials were characterized by
nitrogen adsorption-desorption isotherms, thermogravimetric analysis and protein
determination by Bradford spectrophotometric method. The modified materials were
used in disk form in the construction of carbon ceramic electrodes and their
electrochemical behavior was initially evaluated by cyclic voltammetry. The modified
material which presented higher pore size was SG3/AP/GA/GOx. This material showed
a better current response for enzyme immobilization when compared with the other two
supports. In this way, this material was characterized by scanning electron microscopy
(SEM), energy dispersive spectroscopy (EDS) and evaluated as biosensor for glucose
by chronoamperometry. The linear response in this biosensor was between 0.39 and
5.36 mmol L™ of glucose, under argon atmosphere. Sensitivity and detection limit of the
carbon ceramic electrode under this atmosphere were estimated as 0.33 pA mM™ cm™
and 0.93 mmol L™, respectively, the Michaelis-Menten constant (Ky) was 1.27 mmol L

! and the maximum saturation current (iss) was 0.59 pA. The carbon ceramic electrode
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SG3/AP/GA/GOx, when evaluated under O, saturated atmosphere, presents linear
response in the glucose concentration range of 0.2 and 2.47 mmol L™, Sensitivity and
the detection limit were estimated as 4.44 pA mM™ cm? and 0.26 mmol L™,
respectively, Ky 0.52 mmol L™ and iss 3.12 pA. These results showed the Db/Silica and
SG3/AP/GA/GOx materials have potentiality to be applied, as electrochemical sensor
for methyl paration and biosensor for glucose, respectively.
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1. INTRODUCAO

Os sensores eletroquimicos se baseiam em reacfes de oxidacdo e reducéo,
transformando o efeito de interacdes eletroquimicas entre analito e eletrodo em sinais
elétricos’. Esses dispositivos tém sido amplamente explorados por apresentarem
caracteristicas interessantes como: (i) resposta rapida, (ii) possibilidade de
portabilidade; (iii) operacdo continua, (iv) sensibilidade, (v) especificidade, (Vi)
reprodutibilidade e (vii) estabilidade elevadas®. Adicionalmente, ao tratar do parametro
especificidade, determinada principalmente pela interagdo receptor/ligante, tornam-se
prescindiveis etapas de preparacdo da amostra e separaces cromatograficas, reduzindo
o custo da analise®.

Apesar da grande versatilidade e perspectivas apresentadas pelos sensores
eletroquimicos, a utilidade de um eletrodo € muitas vezes limitada devido a passivagédo
gradual de sua superficie, que é consequéncia principalmente da adsorcdo dos produtos
da reacdo de dxido-reducdo utilizada na deteccdo®. Além disso, a sensibilidade de
muitos analitos pode ser prejudicada em fungdo da cinética lenta de transferéncia de
elétrons entre estes compostos e o eletrodo® ou, ainda, pela dificuldade de discriminar
compostos alvos de outros que possuam caracteristicas redox similares®.

Com o proposito de pré estabelecer e controlar a natureza fisico-quimica da
interface eletrodo-solugdo, como forma de alterar a reatividade e seletividade do
eletrodo base, surgiram os Eletrodos Quimicamente Modificados (EQM)®®. Desta
forma, avangos tecnologicos na area dos EQM’s encontram aplicacdes em diversas
areas de atuacdo como em andlises de interesse industrial, clinico e ambiental®.

A proposta desse trabalho é a modificacdo da superficie eletrédica com
materiais hibridos a base de silica. Materiais a base de silica sdo solidos inorganicos
robustos que além da elevada area superficial especifica exibem uma estrutura
tridimensional interligada entre os tetraedros (SiO4), resultando em estruturas altamente
porosas originadas dos intersticios entre esses mondmeros'®. Do ponto de vista
eletroquimico, a silica apresenta propriedades muito atraentes, uma vez que apresenta
capacidade de adsorcao, quimica acido-base e estabilidade térmica, caracteristicas que
podem ser exploradas para a deteccdo de analitos eletroativos. Além disso, a silica pode

ser enxertada com uma variedade de grupos funcionais, o que conduz a um



enriquecimento considerdvel das suas propriedades de superficie, podendo ainda servir
como suporte para espécies biologicas’ %2,

O processo sol-gel, que envolve a hidrdlise de precursores alcoxido de silicio
(por exemplo, o ortossilicato de tetrametila (TMOS) ou ortossilicato de tetraetila
(TEOS) com posterior policondensagdo catalitica produz uma rede macromolecular de
ligagbes siloxano e vem sendo usado no desenvolvimento desses materiais,
especialmente pelas baixas temperaturas de processamento, geralmente temperatura
ambiente, condicdo que o diferencia das rotas classicas de sintese. No entanto, a
estrutura de silicatos é consequéncia de uma sucessdo de fatores como: polimerizacéo,
gelificacdo, envelhecimento, secagem, aquecimento e controle dos parametros
experimentais de sintese’***4.

Adicionalmente, grupos organicos podem ser utilizados na modificacdo dos
materiais a base de silica combinando em um unico sélido a rigidez da rede inorganica e
a reatividade dos grupos orgénicos imobilizados na estrutura porosa da silica. Esses
materiais sdo 0s chamados hibridos organico-inorganicos. Os métodos usuais de
preparacdo dos hibridos organico- inorganico compreendem a: (i) incorporacdo de
grupos organicos na superficie da silica usando os grupos silandis através de reacdes de
grafting (enxerto); ou (ii) por co-condensacdo (bulk) de alcdxidos de silicio e
organossilanos'®****,

Entretanto, de um modo geral, os materiais hibridos a base de silica apresentam
baixa condutividade eletrénica, inviabilizando sua utilizacdo direta como eletrodos.
Uma forma de contornar este problema esta na adicdo de pasta de grafite a0 material,
obtendo assim uma mistura condutora e com as caracteristicas necessarias para uso
como eletrodo®®. Outra forma de tornar o material condutor é a adi¢do do grafite durante
0 processo de sintese e tem sido usado para aumentar a condutividade de Oxidos
inorganicos’"*®. Esses materiais sdo chamados de carbono ceramicos.

Nessa perspectiva, o Laboratorio de Solidos e Superficies (LSS), hd uma década
vem desenvolvendo novos materiais hibridos, bem como novos precursores moleculares
para esses sistemas. Com base nos conhecimentos previamente discutidos no grupo de
pesquisa do LSS, nesse trabalho serdo abordadas duas diferentes propostas de materiais
hibridos para serem testados como sensores eletroquimicos. A primeira, € um material
hibrido a base de silica modificado com o silsesquioxano i6nico contendo o grupo
cloreto de 1,4-diazoniabiciclo[2,2,2]octano como modificador de eletrodo de pasta de
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carbono e testado como sensor para o analito metil paration. A segunda proposta é a
imobilizacdo da enzima Glicose Oxidase (GOx) em um eletrodo carbono cerdmico
funcionalizado com 3-aminopropiltrimetoxisilano e glutaraldeido. O material foi testado
como biossensor eletroquimico na deteccéo de glicose.

No caso da primeira abordagem, o material foi desenvolvido visando explorar as
caracteristicas dos silsesquioxanos idnicos, 0s quais sdo hibridos com alto teor de grupo

1319 & podem atuar como espécies trocadoras de fons®, além de apresentarem-

organico
se como materiais de alta estabilidade e especificidade em recentes estudos no
desenvolvimento de sensores eletroquimicos®?*. Aliado a essas caracteristicas, a
deteccdo do metil paration, pareceu bastante conveniente ja que 0 mesmo constitui um
pesticida organofosforado altamente toxico e prejudicial ao ambiente e a salde humana
e de outros mamiferos®>%’.

A segunda proposta teve como principal motivagdo o desenvolvimento de um
material carbono ceramico que dispensasse 0 uso de eletrodos comerciais, tornando-a
diferenciada frente a maior parte dos biossensores de glicose explorados na literatura. A
escolha pela enzima GOXx esté relacionada ao fato de que os biossensores de glicose

representam cerca de 85% do mercado de biossensores®®?®

, sendo portanto um sistema
bastante difundido no meio académico. A GOx é uma flavoproteina dimérica com
aproximadamente 160 kDa que catalisa a reacdo de oxidagdo da glicose. O sitio ativo
dessa enzima & composto pelo cofator Flavina Adenina Dinucleotideo (FAD) o qual €
reduzido a FADH, durante o processo catalitico®®. A imobilizacdo dessa enzima, que
contém aminoacidos, pode ser alcancada utilizando-se uma matriz hibrida
biocompativel que contenha grupos amino* e utilizando o gluteraldeido como agente de

reticulacéo.
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2. OBJETIVO GERAL

Desenvolver novos materiais a base de silica para serem aplicados como

sensores eletroquimicos.

2.2. Objetivos Especificos

e Sintetizar silicas com diferentes tamanhos de poros para serem usadas como
matrizes para organofuncionalizacdo quimica e imobilizacdo de enzima.

e Modificar a superficie das matrizes de silica com grupos organofuncionais
neutros e idnicos visando o0 seu uso no desenvolvimento de sensores e
biossensores eletroquimicos.

e Caracterizar os materiais a base de silica, antes e ap6s a modificacdo quimica.

e Desenvolver um novo sensor eletroquimico para deteccdo de metil paration.

e Desenvolver um novo biossensor eletroquimico para deteccdo de glicose.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1.  Sensores Quimicos — Panorama Geral

Os sensores quimicos apresentam-se como dispositivos pequenos, robustos,
portateis, de facil manipulacdo que permitem a coleta de dados e obtencdo de
informagdes com manipulacdo minima do sistema estudado. Estes dispositivos possuem
caracteristicas peculiares e por isso, tém sido um elemento chave na instrumentacdo
analitica dispensando, em muitos casos, a utilizacdo de aparelhos complexos e a
necessidade de uma enorme infraestrutura de suporte®.

Em 1991, a Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada (IUPAC) estabeleceu
uma defini¢do para sensores quimicos: “dispositivos que convertem a informagdo
quimica, desde a concentracdo de analitos até a composicdo de amostras, em sinais
analiticamente Tteis”. A informa¢ao quimica pode originar-se de fendmenos quimicos,
bioquimicos ou fisicos que envolvam a espécie de interesse'. Conforme a IUPAC, um
sensor quimico é formado por duas unidades funcionais basicas conectadas em série: 0
receptor que responde a parametros especificos e, em geral, interage com o analito
(ligante) transformando a informacdo quimica em uma forma de energia determinada
capaz de ser transduzida, e o transdutor, responsavel pelo processo de transducéo, o qual
acarreta em sinais elétricos analiticamente Uteis. Os receptores podem atuar sob trés
modos basicos: reconhecimento molecular, térmico ou estérico?.

Ainda, de acordo com a IUPAC, os sensores quimicos podem ser classificados
conforme o principio de transducéo, os principais sdo: eletroquimicos, elétricos, dpticos,
magnéticos, termométricos e sensiveis @ massa®. Os biossensores sdo considerados um
grupo independente de sensores quimicos. Segundo a IUPAC, em convencao
preconizada no ano de 1999, esses dispositivos se caracterizam por mecanismos
bioguimicos de reconhecimento da biomolécula alvo via receptor (biorreceptor ou
funcdo de reconhecimento)®. Os biossensores podem ser empregados para monitorar
matrizes bioldgicas e ndo bioldgicas. Por outro lado, sensores que ndo incorporam
mecanismo bioquimico de reconhecimento ndo podem ser designados como

biossensores, mesmo que aplicados a sistemas bioldgicos.



Nesse trabalho seré dada énfase aos sensores eletroquimicos e aos biossensores que,
respeitando as especificidades, sdo aqueles que transformam o efeito de interacGes

eletroquimicas entre analito e eletrodo em sinais elétricos.

3.2.  Sensores Eletroquimicos

As técnicas eletroquimicas constituem-se de uma poderosa ferramenta para 0s
quimicos analiticos especialmente por causa de algumas caracteristicas vantajosas como
a elevada sensibilidade das determinacdes, custo moderado e portabilidade®®. Outros
procedimentos analiticos como a espectroscopia e a cromatografia também sédo
altamente sensiveis, no entanto, necessitam de uma instrumentacdo complexa e de alto
custo®. Nesse contexto, devido aos novos desafios impostos por amostras de interesse
industrial, clinico e ambiental tém conduzido a uma crescente busca por sensores
eletroquimicos devido a necessidade de testes analiticos simples, rapidos e baratos para
a determinacdo de importantes compostos quimicos e bioldgicos em concentracfes
muito baixas. Os principais sensores eletroquimicos podem ser classificados como:
potenciométricos, amperométricos, voltamétricos e condutometricos, sendo 0s sensores
amperométricos, os de maior destaque™*.

Os sensores amperométricos constituem-se em dispositivos mantidos em potencial
fixo e que propiciam sinais de corrente faradaica proporcionais a concentracdo do
analito, em funcdo de processos eletrodicos que ocorrem na interface eletrodo/solucéo.
Todavia, a corrente medida em experimentos eletroquimicos também possui um
componente capacitivo, associado a mudancas da capacitancia da dupla camada elétrica
durante variacGes de potencial. A corrente faradaica € aquela relativa a reacdo de
oxirreducdo da espécie em estudo no eletrodo e a corrente capacitiva, € a corrente
necessaria para carregar a dupla camada elétrica existente na interface eletrodo-solucéo.
Visto que no caso de sensores amperomeétricos o potencial € mantido constante durante
a medicdo da corrente, deve-se destacar também a importancia da avaliacdo da
seletividade das determinacbes uma vez que, via de regra, em amostras complexas
podem existir espécies quimicas que também sao eletroativas no potencial selecionado.

Uma estratégia para superar os problemas de seletividade acima considerados
envolve a modificacdo da superficie eletrodica. Algumas décadas atras trés atributos
principais eram requeridos em um eletrodo de trabalho utilizado em experimentos
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eletroquimicos: boa condutividade, estabilidade quimica perante processos redox em
solucéo e larga faixa de potencial de trabalho. Desde entdo, essas premissas passaram a
ter um significado menos importante uma vez que, para determinados sistemas
quimicos, percebeu-se a necessidade do trabalho com superficies seletivamente reativas,
as quais proporcionavam resultados favoraveis em razdo da melhoria da atividade
quimica®. O uso de reagentes moleculares para manipular deliberadamente a superficie
de eletrodos tem vasta aplicacdo em Eletroanalitica, pois conduz a melhoria na
capacidade de reconhecimento e/ou na amplificacdo de sinais de corrente, a0 mesmo
tempo em que pode tornar as determinagfes mais seletivas pelo efeito eletrocatalitico
(diminuicdo da sobretensdo dos processos eletrddicos) ou pela restricdo da passagem de
espécies interferentes empregando-se membranas apropriadas. Os procedimentos acima
descritos tém estreita associacdo com o termo ‘“‘eletrodos quimicamente modificados™®,
visto que o objetivo do uso de sensores amperométricos esta centrado na medicao de
sinais de corrente em matrizes de natureza complexa (fluidos biologicos, aguas naturais,
alimentos, etc), a modificacdo da superficie eletrodica é, na maioria dos casos,
necessaria para que se atinjam os propositos desejados. Assim, a modificacao possibilita
controlar a natureza fisico-quimica da interface eletrodo solugdo como forma de alterar
a reatividade e seletividade do eletrodo base, favorecendo o desenvolvimento de
eletrodos para diferentes aplicagdes analiticas®.

A importéncia da funcionalizacdo da superficie eletrédica propiciou a criacdo de
uma area com fronteiras bastante abrangentes que tem levado a proposicdo de inimeras
estratégias para a imobilizacdo deliberada de espécies quimicas na superficie de
eletrodos convencionais, como: platina, ouro, carbono vitreo, fibras de carbono e pasta
de carbono.

Os métodos mais utilizados para a modificacdo da superficie dos eletrodos base
consistem em adsorc¢do irreversivel direta, ligacdo covalente a sitios especificos da
superficie do eletrodo, recobrimento com filmes poliméricos ou ainda a preparacao de
eletrodos & base de pasta de carbono®®. Os fundamentos dos principais tipos de

modificacdo da superficie eletrodica estdo expostos, de maneira resumida, na Tabela I.
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Tabela I. Métodos de Modificacdo da Superficie de Eletrodos.

Método Modificacao Vantagens Desvantagens
Dissolu¢do do agente Formacao de
modificador em T monocamada.
x - Simplicidade e N e
Adsorc¢ao solvente e na exposicao rapidez Dessor¢do do modificador

do eletrodo a esta
solucao

ocasionando perda de
reprodutibilidade.

Ligacdo covalente

Modificador é ligado
covalentemente ao
substrato do eletrodo.

Estabilidade a
imobilizac&o.

Formacao de
monocamada.
Requer maior tempo para
sua preparacao.

Polimerizacédo

Recobrimento com
filmes poliméricos
condutores ou
permeéveis ao eletrolito
de suporte e a espécie
de interesse.

Formacdo de
varias
monocamadas.
Aumento na
seletividade.

Degradagdo da membrana
polimérica e baixa
estabilidade.

Pasta de Carbono

Mistura de grafite em
po6 e um liquido
organico que € imiscivel
em contato com
solucbes aquosas.

Versatilidade,
baixa corrente
de fundo, baixo
ruido, baixo
custo,
modificacdo
interna do
material
eletrédico e
facilidade de
renovacao da
superficie.

Baixa resisténcia
mecéanica e pouco
reprodutivel.

Carbono Ceramico

Dopagem da matriz de
silica com carbono pelo
método sol-gel.

Alia a
porosidade da
silica com a
condugéo do
grafite em uma
dispersdo
homogénea.
Superficie
renovavel e
possibilidade
de obtencéo de
materiais com
diferentes
configuracgoes.

Baixa reprodutibilidade.

(Adaptada das referéncias 6-8).
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3.3. Materiais Modificadores de Eletrodo

Com a evolugdo técnica e cientifica, novos tipos de materiais tém sido
desenvolvidos, como os compésitos®” e os materiais hibridos®® e esses, vém sendo
aplicados no desenvolvimento de sensores eletroquimicos além de aplicaces Opticas,
em biomateriais, em catalise e em cromatografia®®***°,

Materiais hibridos organico-inorganicos sdo preparados pela combinagcdo de
componentes organicos e inorgdnicos em nivel nanométrico ou molecular que,
normalmente, apresentam propriedades complementares, dando origem a um Gnico
material com propriedades diferenciadas daquelas que Ihe deram origem. Por outro
lado, os materiais compositos sdao formados pela combinacdo de duas ou mais fases de
diferente natureza. Cada fase mantém suas caracteristicas individuais, mas a mistura
pode apresentar novas caracteristicas fisicas, quimicas ou bioldgicas ***".

Adicionalmente, €& importante esclarecer que materiais hibridos organico-
inorganicos e compositos ndo sdo sindnimos. Compodsitos sdo materiais constituidos por
uma mistura de dois ou mais componentes ou fases distintas, usualmente combinados
em escala micro e macroscopica que devem apresentar propriedades distintas dos
componentes individuais. Deste modo, compdsito e hibrido diferem entre si nas
dimensdes e na dispersdo de seus componentes; alem disso, um composito nao e,
necessariamente, constituido por componentes organicos e inorganicos™.

Ainda nessa perspectiva, outras matrizes inorganicas como oOxidos e fosfatos
metélicos, zeolitas e y-alumina tém sido utilizadas como agentes modificadores de
eletrodos convencionais®, no entanto, énfase ser4 dada aos materiais & base de silica
(hibridos e compositos) que apresentam grande potencial para a aplicacdo dessas

espécies em eletroquimica.
3.3.1. Materiais hibridos/compdsitos a base de silica
A silica pode ser encontrada nas formas cristalina ou amorfa, onde cada uma destas
formas apresenta propriedades fisico-quimicas intrinsecas a estrutura e superficie. A
silica apresenta um grande potencial de aplicacdo em eletroquimica devido as

propriedades inerentes a esse material, como capacidade de adsorcdo, estabilidade
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térmica, possibilidade de ser enxertada com uma variedade de grupos funcionais além
da sua quimica de superficie “°'.
O principal método de obtencdo de materiais hibridos orgénico-inorgénicos a base

de silica é o método sol-gel*®

. Nesse método sdo utilizados precursores alcoxidos de
silicio que apresentam cinética lenta nas reacbes de gelificacdo, sendo possivel um
maior controle dos processos quimicos envolvidos. Com isso, € possivel manipular as
condicBes de sintese do sistema a fim de se obter materiais com diferentes tamanhos e
forma de particulas, volume e distribuicdo de tamanho de poros, area superficial
especifica, por exemplo.

As informac0es relatadas anteriormente podem ser também estendidas aos materiais
compdsitos a base de silica, como por exemplo, os materiais carbono ceramicos, onde o
grafite é incorporado a rede da silica pelo método sol-gel. Esse procedimento faz com
que as particulas de grafite se distribuam na matriz cerdmica de forma homogénea,
permitindo a obtencdo de materiais com potencial aplicacdo para o desenvolvimento de

sensores eletroquimicos®.

3.4. Método Sol-Gel

As primeiras investigacdes a respeito do método sol-gel para o desenvolvimento de
materiais ceramicos e vitreos foram feitas por Ebelman e Graham nos seus estudos
sobre silica gel*. Em 1845 Ebelman reportou a formagdo de um material vitreo
transparente obtido apds a exposicdo do silano a partir da reacdo entre SiCl, e etanol™.
Em 1864, Graham descreveu o processo partindo de um sistema liquido, passando por
um sistema gel obtendo-se por fim um sélido como método “sol-gel” (solugdo-
gelificacdo)®®. O sol é constituido de uma dispersdo de particulas coloidais (dimenséo
entre 1 e 1000 nm) em um liquido e o gel é formado pela estrutura rigida de particulas
coloidais (gel coloidal) ou por cadeias poliméricas (gel polimérico) que imobilizam a
fase liquida nos seus intersticios>2.

Em 1930 Geffcen e Berger utilizaram o método sol-gel para propor a aplicacdo de
camadas de 6xidos em vidros por dip-coating usando combinacdes de precursores
metélicos*™3. No entanto, o método se consolidou nas décadas de 1960 e 1970 quando
Roy e colaboradores reconheceram a potencialidade do método sol-gel para atingir
niveis muito elevados de homogeneidade em géis coloidais, condicéo esta que ndo seria
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alcangcada pelos métodos tradicionais. Desde entdo, novos materiais vém sendo
desenvolvidos pelo método sol-gel*>***,

O processo sol-gel mostra-se interessante para o desenvolvimento de materiais,
como os hibridos e os compositos, pela possibilidade de se obter novos materiais que
apresentam sinergismo frente a seus componentes individuais além de possibilitar a
combinacdo dos reagentes no nivel molecular ou nanométrico®®. Outras vantagens
inerentes ao método sdo: (i) as sinteses podem ser realizadas a baixas temperaturas
permitindo a incorporacdo de biomoléculas, (ii) a versatilidade do método torna
possivel a manipulacdo de caracteristicas texturais, estruturais, de composicdo e até
mesmo as caracteristicas quimicas das matrizes obtidas.

A metodologia de preparacdo de materiais via método sol-gel, parte de precursores
moleculares, onde uma rede de 6xido pode ser obtida via reacGes de hidrdlise (1) e
condensacgéo (2 e 3) que ocorrem em solucdo, levando a formacao de redes poliméricas.

As reagdes quimicas podem ser representadas pelas equagdes abaixo:

=Si-OR + H,O — =Si-OH + R-OH (hidrdlise) (1)
=Sj-OH + =Si-OR —= =Si-0-Si= + R-OH (condensag&o) )
=Si-OH + =Si-OH — =Si-0-Si= + H,0 (condensag&o) (3)
(onde R = metil, etil, iso-propil, propil)

A reacdo (1) gera grupamentos silandis a partir de grupos alcéxidos e, ambas as
reacOes de condensacdo conduzem a formacdo da rede polimérica com producao de
alcool (2) ou agua (3). No decorrer do processo, as reacGes de gelificacdo levam a
formacdo de um estado sol, que se caracteriza por apresentar oligdbmeros que formarao
cadeias de dimensdes coloidais e particulas primarias dispersas. A evolucdo desse
processo forma o estado gel que apresenta conectividade entre as unidades de
dimensdes  coloidais, formando uma rede tridimensional, entrelacada
macroscopicamente observavel®?.

As reacdes de hidrolise e condensacdo dos alcoxisilanos requerem o uso de

catalisadores e, a escolha do catalisador influencia a estrutura do sol e por consequéncia,
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a estrutura do gel formado. Esses diferentes arranjos dos silicatos se refletem na
distribuicdo dos dominios de silica nos hibridos. Encontra-se bem estabelecido que os
catalisadores acidos produzem estruturas mais lineares, enquanto estruturas mais
ramificadas e condensadas sdo geradas com o uso de catalisadores alcalinos***. Na
gelificacdo em meio acido de Bronsted, como reacfes principais, ocorre o ataque do
acido ao oxigénio ligado ao silicio, Si — OH ou Si — OR, propiciando sua saida e,
consequentemente, facilitando o ataque nucleofilico ao silicio, de grupos H,O no caso
de hidrélise ou Si — OH para condensacio™®. Os mecanismos ocorrem de acordo com o
esquema apresentado na Figura 1:

Catalise Acida

H\ RO\ . H\ TR /H /OR
H s +
O + RO\\\\\\-Si—OR ~ O----- Si""'SO ~ HO—Si,’I + ROH + H+
/ /SN | “or
H RO H RO OR R oR

Figura 1. Esquema de reacdes de hidrolise e condensacdo pelo método sol- gel catalisadas por acido.
(Adaptada da referéncia *°)

Assim, em meio acido o ataque se dara preferencialmente ao oxigénio do
alcoxido, que é mais abundante nas extremidades dos oligbmeros. Nesse caso, a
gelificacdo resultard em cadeias que se unem para formar géis poliméricos que apds a
secagem dardo origem a uma matriz mais compacta com baixo volume de poro e cujo
tamanho &, geralmente, menor que 2 nm de diametro, chamados microporos*°®,

Por outro lado, se a catalise for realizada em meio basico as reacdes de hidrolise
e condensacdo ocorrem segundo um mecanismo SN2 (Figura 2) que se caracteriza
inicialmente pelo ataque nucleofilico ao silicio, por OH" para hidrélise ou Si-O™ no caso

de condensacdo, o ataque dar-se-a no silicio mais acido que € o mais reticulado.
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Figura 2. Esquema de reagées de hidrdlise e condensagao pelo método sol- gel catalisadas por base.
(Adaptada da referéncia 55)

Com isso, o gel tende a crescer mais esfericamente, formando particulas
primarias esféricas. O gel resultante da interconexdo das particulas primarias é chamado
de gel coloidal que, ap6s a secagem, resultard em matriz com maior porosidade que o
gel polimérico, com largas fracGes de poros entre 2 e 50 nm de didmetro, chamados
mesoporos™°.

Outro catalisador bastante empregado € o anion fluoreto, comumente usado na
forma de HF, que pode ser utilizado tanto em meio &cido ou basico e tem se mostrado
como o catalisador mais eficiente para o processo de gelificagdo. Apesar do mecanismo
de sua acdo ndo ser completamente compreendido, hd um consenso que o fluoreto, por
ser um anion muito pequeno e difundir facilmente no sistema, inicia o processo, através
de um ataque nucleofilico ao silicio, coordenando-se a ele e promovendo as reacoes
subsequentes™.

Embora o método sol-gel se mostre bastante versatil na sintese de novos
materiais, 0 mesmo pode ser considerado relativamente complexo, envolvendo diversas
variaveis, como tempo e temperatura de reacdo, natureza do catalisador, concentracdo
dos reagentes, etc. Estas varidveis determinam as caracteristicas finais dos materiais,
incluindo a porcentagem de hidrélise e condensacdo de grupos reativos, densidade de
reticulacdo, homogeneidade do produto, que levam a reprodutibilidade que sé é
alcancada com controle minucioso das condicGes de sintese. Ainda pode-se citar como
desvantagens relativas ao uso deste método o (i) alto custo de alguns precursores, (ii)
namero limitado de precursores disponiveis e, (iii) longos tempos de processamento.

Considerando a versatilidade do método sol-gel é possivel desenvolver um
conjunto ilimitado de novos materiais com grandes possibilidades para aplicacGes

conhecidas e outras a serem desvendadas. Dentro desta perspectiva, serdo abordados os
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materiais hibridos e carbono cerdmicos a base de silica e suas aplicagbes no

desenvolvimento de sensores eletroquimicos.

3.5. Materiais Hibridos a Base De Silica

Materiais a base de silica modificados com grupos orgénicos combinam em um
Unico sélido, a estabilidade mecénica e a rigidez da matriz inorganica com a reatividade
quimica dos grupos organicos covalentemente ligados nos poros da matriz**>"*%,

A modificacdo pode ocorrer nos grupos siloxanos (Si — O — Si) ou silandis
(Si — OH) que existem na superficie da silica, no entanto, a reacdo com 0S grupos
silandis é o principal caminho para a modificagdo™. As modificagdes dos silicatos com
grupos organicos podem ser classificadas em duas categorias: (1) atraves da reagdo
entre organossilanos ou moléculas organicas e 0s grupos funcionais presentes na
superficie da silica (enxerto), (2) através da incorporacdo de grupos organicos pelo
processo sol-gel, no “bulk”, da matriz***"*°. Nesse caso, o processo de gelificacdo,
apesar de semelhante ao equacionado em 1, 2 e 3, envolve a adicdo de novos
constituintes que aumentam a complexidade do sistema, ou seja, também sao
adicionados precursores moleculares do componente organico™®. A magnitude das
interacdes entre os componentes do hibrido variam de acordo com a intensidade relativa

das mesmas conforme Figura 3.
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Figura 3. Interacdes tipicas de materiais hibridos e a intensidade das mesmas
(Adaptada da referéncia 60).

Os materiais hibridos podem ser classificados de acordo com a natureza da
interacdo, entre 0s componentes inorganico e organico, em duas classes®
Classe I: S&o aqueles onde os componentes organico e inorganico estdo unidos por
forcas de menor intensidade, como: forcas de Van der Waals, ligac6es de hidrogénio ou
interacdes eletrostaticas. Durante o processo de policondensacdo do precursor
inorgénico, as moléculas organicas ficam aleatoriamente dispersas, e no ponto de gel,
ficam aprisionadas nos intersticios da rede inorganica, permanecendo neles apos a
remocdo do solvente (Figura 4a). Ou ainda, pela formacéo de duas redes independentes
131480 3 partir de precursores organicos e inorganicos, adequadamente funcionalizados,
sem ligacdo quimica entre as fases, conforme Figura 4b.
Classe Il: Os hibridos pertencentes a essa classe mostram fortes interacdes quimicas

entre 0s componentes organico e inorganico (Figura 4c).
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Figura 4. Diferentes tipos de materiais hibridos. (Adaptada das referéncias 13,60)

Os hibridos de classe Il podem ser subdivididos em dois grupos distintos: i)
aqueles formados a partir de precursores do componente organico que apresentem
apenas um ponto de polimerizacdo, que resultardo em um hibrido com o componente
organico preso a matriz inorganica na forma pendente, conforme representado na
Figura 5a, onde R representa o grupo organico; ii) hibridos formados a partir de
precursores do componente organico que contenham dois ou mais pontos de
polimerizacdo. Nesse caso, 0 componente organico encontra-se ligado a rede inorganica

formando pontes, conforme representado na Figura 5b.
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Figura 5. Representacédo hibridos de Classe 11 (Adaptada da referéncia 13).

Assim, é possivel inserir grupos organicos na superficie da silica por reacfes de
enxerto ou em toda a rede (bulk). Os materiais produzidos por enxerto apresentam o0s
grupos orgéanicos distribuidos na superficie, sendo que a &rea especifica é o fator
limitante da quantidade de grupo organico que pode ser inserido. A
organofuncionalizagdo ndo altera as propriedades mecanicas da matriz, entretanto sua

1315 No caso dos materiais

preparacdo requer maior numero de etapas de sintese
hibridos, a preparacdo € feita em uma Unica etapa e ndo ha um fator limitante na
quantidade de orgéanico adicionado, sendo possivel arquitetar as propriedades finais do

xerogel.

3.5.1. Sensores Eletroquimicos de Materiais Hibridos a Base de

Silica

Materiais  hibridos  organico-inorganicos sdo considerados atraentes
modificadores de eletrodos por varias razdes'**2. Sao geralmente sélidos muito porosos
constituidos por um esqueleto inorganico estavel mecanicamente que exibe elevadas
areas superficiais especificas (200 — 1500 m? g™*) e s&o suscetiveis & incorporagdo de um
alto teor de grupos organicos (na faixa de mmol g™) acessiveis aos reagentes e
analitos'®. Estruturas porosas abertas permitem um acesso réapido e efetivo as espécies
imobilizadas na interface eletrodo/solu¢cdo. Como a maior parte dos processos de
transferéncia eletrénica é controlado por difusdo, o acesso rapido as espécies
imobilizadas conduz a uma elevada sensibilidade da resposta eletroquimica. Por outro

lado, a escolha de grupos funcionais apropriados confere caracteristicas diferenciadas ao
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eletrodo modificado, como por exemplo reconhecimento/discriminagdo entre espécies
alvo analito/interferentes, comportamento eletrocatalitico por meio de mediadores de
transferéncia de carga ou ainda transporte de carga em meio confinado’*24>°%%2
Deste modo, os hibridos organico-inorganico a base de silica oferecem inimeras
condigdes para modificacdo de eletrodos, no entanto, esses materiais séo isolantes
eletronicos e precisam atuar acoplados a um condutor para que suas caracteristicas
possam ser exploradas nos processos eletrédicos. De um modo geral, os eletrodos
preparados com silica organofuncionalizada sdo preparados de acordo com duas
estratégias (1) dispersdo do material sintetizado em uma matriz de compoésito condutor,
ou (2) a deposicdo dos materiais na superficie de eletrodos sélidos”*%. Assim, a
versatilidade do método sol-gel, mais uma vez pode ser explorada para preparar
materiais planejados na sua composicéo, estrutura e propriedades, visando sua aplicacéo
na construcdo de eletrodos. Adicionalmente, a possibilidade de imobilizar uma vasta
gama de reagentes na superficie do eletrodo, incluindo grupos organicos, ligantes
seletivos, catalisadores, compostos biologicos ou polimeros organicos, faz com que
esses materiais contribuam para a diversificagdo de eletrodos quimicamente
modificados’ 125859,
Os dispositivos eletroquimicos a base de silica organofuncionalizada podem ser

resumidos em basicamente quatro tipos*?, s&o eles:

1. Filmes finos depositados sobre eletrodos sélidos;

2. Silica organofuncionalizada modificando eletrodos de pasta de carbono;

3. Materiais carbono ceramicos ou metais ceramicos como eletrodos compadsitos;

4. Membranas contendo silica e polimeros sélidos.

Materiais hibridos organico-inorganicos a base de silica tém sido amplamente
aplicados em eletroquimica. Dentre eles, estdo os silsesquioxanos iénicos que podem

ser utilizados como modificadores de eletrodos de pasta de carbono.
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3.6. Silsesquioxanos

Assim como o termo silicato € utilizado para a repeticdo do mondémero SiO, que
constitui a silica, o termo siloxano é utilizado quando se tem diferentes quantidades de
grupos organicos modificando covalentemente a matriz inorganica (silica)**. Os
siloxanos ou organossilanos®® podem ser compostos por diferentes combinacdes de
unidades de repeticdo (Figura 6): unidades M (R3SiOR’), unidades D (R2Si(OR’)y),
unidade T (RSi(OR”)3). Os siloxanos M, D e T apresentam trés, dois e um grupo

organico substituinte, respectivamente.
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Figura 6. Mondmeros encontrados nos diferentes tipos de siloxanos. (Adaptada da referéncia 14).

Os siloxanos compostos por unidades T, de formula empirica RSiOsp,, sdo chamados
silsesquioxanos®®®3. Os silsesquioxanos sdo materiais hibridos de classe 11 com alto teor
de grupo organico, sendo que o grupo organico do organossilano pode estar ligado tanto
na forma pendente ao silicio como também formando ponte entre dois ou mais &tomos
de silicio.

Além da forma como 0s grupos organicos estdo dispostos na rede inorganica, o grau
de reticulacdo da rede influencia nas propriedades do hibrido. Se um grupo alcoxido
(OR’) ¢ substituido por um grupo nao hidrolisavel (grupos R), o grau de reticulacao
diminuird. Logo, a varia¢do do conteido organico e do grau de reticulacdo pode levar a
alteracdes na dureza, estabilidade térmica e solubilidade do material hibrido obtido®®%,

Os silsesquioxanos tém sido aplicados em diferentes areas. Devido a sua afinidade
por matrizes inorganicas podem ser aplicados como revestimentos em superficies

65,66

protetoras e também, em resinas dentéarias®’, pois apresentam boa

biocompatibilidade e dureza. Tém sido utilizados na estabilizacdo estérea e eletrostatica

20,40

(caso o hibrido apresente cargas) de nanoparticulas metélicas®®*°, como adsorventes®,

bem como no desenvolvimento de sensores eletroquimicos® "2,
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O Laboratério de Sdlidos e Superficies (LSS), da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, dedica-se na Ultima década na sintese, caracterizacdo e aplicacdo de
novos silsesquioxanos i6nicos. Os silsesquioxanos i0nicos apresentam como
componentes organicos grupos catibnicos na forma pendente e em ponte. Nessa
perspectiva, destacam-se 0s precursores organossilanos cloreto de 1-azonia-4-

74,75

azabiciclo[2,2,2]octano™ e cloreto de 14-diazoniabiciclo[2,2,2]octano®

representados na Figura 7.
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Figura 7. Precursores organossilanos sintetizados ou desenvolvidos no LSS (a) forma pendente, (b)
em ponte.

Esses precursores formam silsesquioxanos i6nicos que ao polimerizarem-se ou
serem incorporados a rede de silica, via método sol-gel, produzem hibridos com
diferentes quantidades de grupos organicos pendentes ou em ponte na matriz de silica,

que influenciam na solubilidade dos mesmos em é\guazl'”'75

. Quando a fase inorgéanica
estd presente em maior quantidade no hibrido, verificou-se que a sua solubilidade em
4gua diminui”. Além da apreciavel solubilidade em agua apresentam a capacidade de
aderir a superficie de substratos como 6xido de aluminio, fibras de celulose, silica ou
superficies vitreas formando filmes finos e estaveis e, dependendo do grupo organico
presente na estrutura, o hibrido pode atuar como um forte trocador de fons’® 2. Assim,
esses hibridos a base de silica apresentam ndo apenas a oportunidade de combinar
importantes propriedades dos componentes organico e inorganico, mas também o
diferencial de criar novas composicdes com caracteristicas Unicas.

Alterando a solubilidade dos hibridos é possivel aplica-los como adsorventes de
metais em solucdes®®’®®7  Adicionalmente, os hibridos carregados podem servir de
matriz para imobilizar espécies eletroativas para preparacéo de eletrodos’’. Os eletrodos
preparados com esses modificadores apresentaram um aumento na sensibilidade e
seletividade, caracteristicas importantes aos sensores eletroquimicos™*2*. Na Tabela I1
sdo apresentados alguns trabalhos que utilizam os silsesquioxanos iénicos como
modificadores de eletrodos para determinacdo de importantes analitos de interesse

farmacéutico, ambiental e para a industria alimenticia.
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Tabela I1. Exemplos de materiais utilizados como modificadores de eletrodos que contém silsesquioxanos

iénicos.
- Eletrodo _ : :
Modificador B Analito LD Técnica  Referéncia
ase
. o-nitrofenol 46 nmolL™
nAu-Si4Pic*CI GCE _ . DPV [73]
p-nitrofenol 55 nmolL”
AISiPy/CoTsPc CPE Acido oxélico 0,5 mmolL™ CA [71]
(SiPy*CI'/CuTsPc),(Si _ L
. FTO Glicose 0,16 mmolL" [70]
Py CI'/GOx/Nf)
GON/OA-POSS GCE 1-hidroxipireno 0,04 umolL™ DPV [72]
ALPO/SiPy*/CoTsPc*  CPE Acido oxalico  10° mol L™ CA [69]
SiPy*CI CPE Nitrito 1,86 pmolL™ CcVv [80]
Au-Py/AlSi o 1,3umolL™
_ CPE Nitrito DPV [22]
Au-Db/AISi 3,0umolL™
AuUNP (citrate) ) 70 nM
i CPE 4-nitrofenol CA [81]
AUNP (borohydride) 75 nM
o Hidroquinona ~ 10,0umolL™
Si4Pic™Cl CPE DPV [82]
Catecol 10,0pmolL™

nAu-Si4Pic”CI : Nanoparticulas de ouro-Cloreto de 3-n-propil-4-picolina silsesquioxano;

AISiPy/CoTsPc: Al,OsCloreto de 3-n-propil(metilpiridinio)silsesquioxano/ftalocianinatetrasulfonada de Cobalto(ll);
(SiPy"CI"/CuTsPc),(SiPy"CI/GOx/NF): (cloreto de 3-n-propil(metilpiridinio)silsesquioxano/ftalocianinatetrasulfonada de
Cobre(l1))(cloreto de 3-n-propil(metilpiridinio)silsesquioxano/Glucose Oxidase/Nafion);

GON/OA-POSS: Oxido de grafeno/ octahidrocloreto de octa(3-aminopropil)octasilsequioxano; ALPO/SiPy*/CoTsPc*:
AIPO,/ Al,OsCloreto de 3-n-propil(metilpiridinio)silsesquioxano/ ftalocianinatetrasulfonada de Cobalto(ll); SiPy"CI:
Cloreto de 3-n-propil(metilpiridinio)silsesquioxano;

Au-Py/AlSi: Nanoparticulasde ouro-Cloreto de 3-n-propil(metilpiridinio)silsesquioxano/Silica modificada com alumina;
Au-Db/AISi: : Nanoparticulasde ouro- cloreto de 1-azonia-4-azabiciclo[2.2.2]octano silsesquioxano/Silica modificada com
alumina;

AuNP (citrate): Nanoparticulas de ouro estabilizadas por propil imidazol silsesquioxano (citrato como redutor);

AuNP (borohydride): Nanoparticulas de ouro estabilizadas por propil imidazol silsesquioxano (borohidreto como redutor).
Si4Pic™CI™: 3-n-propil-4-picolina silsesquioxano.

GCE: Eletrodo de carbono vitreo;

CPE: Eletrodo de Pasta de Carbono;

FTO: 6xido de estanho e fllor;

DPV: Voltametria de Pulso diferencial;

CA: Cronoamperometria;

CV: Voltametria Cilica.

LD: Limite de deteccao.
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3.7. Pesticidas

Segundo a IUPAC®, pesticidas sdo substancias ou mistura de substancias utilizadas
na producdo, colheita ou no armazenamento de alimentos. Eles sdo bioativos e capazes
de prevenir, destruir ou combater espécies indesejaveis que, de alguma maneira, possam
interferir na producdo, no processamento, armazenamento, transporte e estocagem de
alimentos, produtos agricolas em geral, madeira e produtos derivados de madeira.

O uso de pesticidas aumenta a producdo agricola, limitando os danos causados por
pragas, mas pode levar ao acumulo de residuos toxicos em alimentos, polui¢do do solo,
ar, agua, além de prejudicar animais e os seres humanos®*. Os pesticidas podem ser
compostos por diversas classes quimicas como compostos organoclorados, carbamatos,
organofosforados, piretréides, derivados de uréia, bipiridilios e nitrocompostos®, sendo
que os organofosforados e organoclorados séo considerados 0s mais toxicos. Os
organoclorados apresentam elevada estabilidade e capacidade de bioacumulagéo,
enquanto que os organofosforados sdo menos persistentes no ambiente que 0s
organoclorados. Entretanto, os organofosforados possuem efeito toxico mais agudo para
seres humanos e outros mamiferos, pois séo inibidores da enzima acetilcolinesterase
que regula a acetilcolina, um neurotransmissor necessario para o funcionamento
adequado do sistema nervoso, podendo causar paralisia respiratéria e morte®®.

Dentre os pesticidas organofosforados destaca-se o metil paration (Tiofosfato de
0O,0-dimetil,O-p-nitrofenil), um importante pesticida utilizado na agricultura e saude
publica em substituicdo ao seu analogo etil, o paration, que foi banido em diversos
paises devido a sua alta toxicidade para mamiferos. No entanto, com Classificacdo
Toxicoldgica I, o metil paration foi considerado pela Agéncia de Protecdo Ambiental

(Environmental Protection Agency — EPA)®, como um pesticida altamente t6xico?®?’

e
de uso restrito nos Estados Unidos.

Utilizado no controle de insetos como pulgdes, acaros e cigarrinhas que atacam
diversos tipos de culturas, o metil paration foi primeiramente registrado em 1954°"#". E
usado principalmente para o controle do bicudo-do-algodoeiro em culturas de algodao.
No Brasil apresenta aplicacdo foliar nas culturas de algodao, alho, arroz, batata, cebola,
feijdo, milho, soja e trigo®.

Apos absorvido o metil paration pode ser bioativado para a sua forma mais
toxica, o metil paraoxon. O metabolismo subsequente deste pesticida em humanos pode
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resultar na excregdo urinéria do dimetil tiofosfato, do dimetil fosfato e do p-nitrofenol,

na forma de fenol livre, glucuronideo conjugado ou éster sulfato, conforme Figura 8.
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Figura 8. Metabolismo do pesticida metil paration em humanos. (Adaptada da referéncia 89).
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Parte 2



3.8.  Materiais Carbono Ceramicos

Os materiais hibridos a base de silica geralmente apresentam porosidade e por isso,
determinam uma area de reagdo muito superior a superficie externa do eletrodo. Quando
espécies eletroativas sdo imobilizadas em materiais hibridos porosos, o nimero de sitios
ativos disponiveis aumenta, melhorando a velocidade de transferéncia eletronica e a
sensibilidade do eletrodo®®. No entanto, a maior desvantagem dessa classe de materiais
é que apresenta consideravel resistividade, o que em principio limita sua utilizacdo nos
processos eletroquimicos®™. Esses materiais podem ser aplicados com esse propésito
quando incorporados em eletrodos de pasta de carbono ou dispersos na superficie de
metais. Embora os eletrodos de pasta de carbono apresentem bons resultados, sua
resisténcia mecanica é baixa, o que limita seu uso por um longo periodo de tempo®.
Adicionalmente, os eletrodos de elementos condutores, como ouro, platina e grafite, sdo
pouco reativos, o que impde limitagcdo ao processo eletroquimico. Como alternativa, os
eletrodos carbono ceramicos foram propostos em meados da década de 1990%. Esses
materiais compositos aliam as caracteristicas de alta resisténcia mecénica, quimica e
térmica da silica com as propriedades de conducédo eletrénica do carbono grafite ou
outros materiais contendo carbono, como por exemplo, nanotubos. Os materiais carbono
ceramicos sdo obtidos pela dopagem com carbono da matriz de silica pelo método sol-
gel, garantindo uma distribuicdo homogénea do carbono na rede da silica, conforme

representado na Figura 9.
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Figura 9. Esquema de preparac¢do do Material Carbono Ceramico (Adaptada da referéncia 7).

A vantagem do uso desses materiais quando comparados a outros eletrodos a base
de carbono é a combinacdo das caracteristicas do processo sol-gel levando a sintese de
materiais com caracteristicas desejaveis para serem aplicados como sensores

eletroquimicos, (como elevada area superficial e porosidade controlada) com a
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condutividade dos materiais contendo carbono. Os eletrodos carbono ceramicos, assim
como os de pasta de carbono, apresentam a possibilidade de superficie renovavel, no
entanto, sdo mais robustos e possuem maior estabilidade. Além disso, esse método
possibilita a obtencdo de materiais com diferentes configuragdes tais como: pastilhas,
incorporacéo em tubos de vidro, microeletrodos, entre outras®™.

As propriedades fisicas (area superficial especifica, distribuicdo e tamanho médio de
poros) do material hibrido obtido pelo método sol-gel dependerdo dos parametros
usados na sintese. A natureza e concentracdo do catalisador, o precursor alcoxido
escolhido e a razdo molar &gua:silano afetara fortemente nas reacdes de hidrolise e
condensacdo 0 que, por sua vez, ditar as propriedades finais do material®®. Desta
forma, a incorporacdo de espécies eletroativas nos eletrodos carbono ceramicos é
relativamente facil e interessante, o que aumenta a possibilidade de aplicacdo desses
materiais em dispositivos eletroanaliticos. Uma dessas estratégias estd na modificacao

desses materiais utilizando-se espécies mediadoras de elétrons tais como enzimas® ¥,

98-100 91,101-103

complexos inorganicos e organicos e 6xidos metalicos'®. Estes mediadores
agem como eletrocatalisadores facilitando o processo de transferéncia de elétrons,
diminuindo os valores de potenciais aplicados. Consequentemente, a modificacdo pode
proporcionar ao eletrodo caracteristicas que favorecem um aumento na sua sensibilidade
e a seletividade em relacdo aos eletrodos ndo modificados'®. Na Tabela 111 s&o
apresentadas as caracteristicas de alguns sensores eletroquimicos a base de carbono

ceramico.
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Tabela Ill. Trabalhos utilizando Eletrodos Carbono Ceramicos para deteccdo de analitos de

interesse.
- ) Faixa de Resposta o
Modificador Analito ) Sensibilidade LD Ref.
Linear
DA 0,5-50 uM 0,0414 pA pM™ 0,07 uM
AU 1-50 uM 0,0303 pA uM™? 0,4 uM
CCE 3 HAH " [105]
AA 51000 pM 8,5 A uM™ 1,7 uM
AD 0,5 — 100 uM 0,044 uA pM* 0,07 uM
Si0,/Sn0O,/CCE/
_ NO, 1,3%10°-1,3x 10° M 4x10%2 AM? 3,3x10°M  [104]
SiMePyCl
Nafion/ C 107 6,72x107 M 0,17 pAuM™ 046 uM.  [100]
S , ) , .
PbNP/CCE Y R H
CCE/ K4[Mo(CN)g]
\i Insul 0,5 — 500 nM 6140 nA pM* 0,45 nM [99]
+NI
HRP/FCA/CCE/PPy/  Glic . . ]
8 x107°—-1,3 x10*M 1,11 pAmMm? 1x10°M  [96]
GOD
GOD/CCE/Luminol Glic 10 pM — 10 mM 8,16 uM [97]
Si0,/C/CoPc AO 3,98 x10° - 4,6 x10 *M 0,58 uM [91]
401080 uM .
_ DA 104,17 pA mM’ 0,26 uM
SGN/NiPc 90— 2110 uM [101]
AA 53,02 pA mM* 0,45 uM
SiO,/C/CoPc 0, 05-6,6mgL™ 216 yPALmg?  00lmgL* [102]

SiO2/SnO,/CCE/ SiMePyCl : cloreto de 3-n-propil-4-picolina silsesquioxano.

CCE/RNSH: CCE/5-(4-dimetilaminobenzoil)rodanina

CCE/ K4[M0o(CN)g] +Ni: p6 de niquel e octacianomolibdato (IV) de potassio.

HRP/FCA/CCE/PPy/GOD: Horseradish Peroxidase/ Acido Ferrocenocarboxilico / Eletrodo Carbono Ceramico / Polipirrol/Glicose
Oxidase.

GOD/CCE/Luminol: Glicose Oxidase/ Eletrodo Carbono Ceramico/Luminol.

SiO,/C/CoPc: Eletrodo Carbono Cerdmico/Ftalocianina Tetrassulfonada de Cobalto (I1).

SGN/NiPc: Eletrodo Carbono Ceramico (&cido nitrico como catalisador)/Ftalocianina Tetrassulfonada de Niquel (I1).
DA: Dopamina.

AU: Acido urico.

AA: Acido Ascorbico.

D: Adrenalina.

Insul: Insulina.

AO: &cido oxalico.

Glic: Glicose.

Cys: L- Cisteina.
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3.9.  Biossensores Eletroquimicos

O primeiro biossensor desenvolvido por Clark e Lions em 1962 era conhecido
como eletrodo enzimatico®. Esse biossensor utilizava a glicose oxidase imobilizada em
uma membrana de acrilamida, em eletrodos de Pt e detectava o consumo de oxigénio
sob altos potenciais de redugdo. Assim, quantificou-se a variagcdo da concentragcdo de
oxigénio dissolvido que, por sua vez, era proporcional & concentragdo de glicose™.
Desde entdo, diversos tipos de biossensores tém sido preparados visando 0s mais
diversos tipos de analises clinicas, praticidade e resultados mais rapidos e precisos.

Em particular, quando biomoléculas (enzimas, anticorpos) sdo incorporadas aos
materiais modificadores de eletrodos, os sensores eletroquimicos sdo chamados de
biossensores eletroquimicos. Os biossensores tém como principal caracteristica a
capacidade de combinar a atividade seletiva de um elemento de reconhecimento
biologico, sensivel a um analito de interesse, e um transdutor que converte um sinal

biolégico em elétrico'®®(Figura 10).

'ELEMENTOS DE UM BIOSSENSOR |

=) Yo
~— > D (c) Amplificador
Cultura celular Acidos nucléicos N de sinal

Amostras humanas =

o | - :

(Sangue, urina, saliva)

Células (d) Processador
> de sinal
Anticorpos ﬂr
—
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Enzimas Eletrodos :
Amostras ambientais | | (a) Biorreceptor (es) (b) Interface eletrénica (s) gor23es

[Glicose] mmol 1"

AMOSTRAS TRANSDUTORES

Figura 10. Esquema dos elementos que compdem um biossensor eletroquimico.

As espécies biorreceptoras mais comumente utilizadas no desenvolvimento de

biossensores eletroquimicos sdo as enzimas'®.

Enzimas sdo biocatalisadores com
excelentes propriedades tais como elevadas seletividade e especificidade, que lhes

permite realizar uma grande variedade de processos quimicos sob diversas condicdes
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reacionais'®. Sua funcdo metabdlica exerce influéncia especifica sobre certas interacdes
bioquimicas, usualmente em ambientes muito complexos como no interior de células e
incluem transformacgdes oxidativas e conjugativas que ocorrem em altas velocidades
cataliticas e com reagbes altamente regiosseletivas ou estereosseletivas'’®. A
especificidade enzimatica baseia-se nas interacbes entre a molécula do
substrato/inibidor e o sitio ativo da enzima, como por exemplo, as ligacGes de
hidrogénio, as interacbes de Van der Waals e as interacGes eletrostéticas. Isto ocorre
somente quando varias dessas interacfes acontecem simultaneamente entre as duas
moléculas (enzima e substrato/inibidor) em uma estrutura tridimensional'®.

J& os transdutores, usados para converter o sinal bioquimico resultante da
interacdo entre o analito e o biorreceptor, geram um sinal elétrico proporcional a
concentracdo do analito. Esses sistemas oferecem vantagens como baixo custo,
simplicidade e possibilidade de miniaturizagdo™®. No entanto, o fator determinante para
0 bom desempenho do biossensor é a imobilizacdo enzimatica que deve conferir
estabilidade operacional e de armazenamento, resposta rapida, altas sensibilidade,

seletividade e reprodutibilidade’®®**,

3.10. Imobilizacdo Enzimatica

Enzimas imobilizadas sdo definidas, segundo a IUPAC, como aquelas que se
encontram fisicamente confinadas ou localizadas em determinada regido do espaco com
retencdo da sua atividade catalitica e que podem ser usadas repetida e continuamente®*2.
As matrizes devem conter uma grande quantidade de enzima ativa para serem utilizadas
como eletrodos®, conferindo maior estabilidade e maior eficiéncia se comparadas as

enzimas em solugdo™*®

. Além disso, deve-se buscar um aumento no tempo de vida dos
biossensores, controlando a temperatura e a variacdo de pH, sem que ocorra uma perda
consideravel da atividade catalitica. Neste caso, ha a possibilidade de reutilizacdo da
enzima, tornando-a mais resistente as mudancgas ambientais.

O melhor método dependera da especificidade da aplicacdo do biossensor, podendo
ser explorada a sensibilidade ou a estabilidade. A reprodutibilidade, custo e a facilidade
do método de imobilizacdo também devem ser considerados. A sensibilidade
normalmente diminui com a imobilizacdo da enzima, pois pode haver desnaturacdo ou
mudancas conformacionais, especialmente no sitio ativo. Eletrodos com melhor

33



sensibilidade sdo obtidos com a imobilizacdo orientada de enzimas sobre a superficie do
transdutor ou pelo uso de espacadores entre a enzima e o suporte através da ligacdo
covalente. Isso ocorre porque enzimas orientadas corretamente expdem seus sitios
ativos ao analito presente em solucdo e o uso de espacadores pode evitar impedimento
estéreo e promover maior mobilidade das enzimas imobilizadas. A distribui¢do aleatoria
ou com baixo grau de orientacdo das moléculas de enzima acarreta uma perda parcial ou
total da atividade enzimética devido a desnaturacdo ou bloqueio do sitio ativo. Assim,
cada método apresenta vantagens e desvantagens e a escolha mais apropriada dependera
da natureza da enzima, do transdutor e do modo de deteccdo. Os métodos de
imobilizacdo difundidos sdo: adsorcéo, ligacdo covalente, encapsulamento, crosslinking

ou afinidade (Figura 11)*%.
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Figura 11. Representacdo dos diferentes métodos de imobilizacéo enzimética. E: Enzima, P:
Proteina inerte. (Adaptada referéncia 108).

A adsorcdo fisica de enzimas em suportes solidos apresenta facilidade na estratégia
de imobilizacdo, tendo em vista que o suporte s6lido é colocado em contato o meio

enzimatico por um periodo de tempo. Apds, a enzima ndo adsorvida é removida por
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lavagem. Os mecanismos de adsorc¢do sdo baseados em ligagdes fracas, como forgas de
Van der Waals. Esta técnica ndo envolve qualquer funcionalizacdo do suporte e é
geralmente ndo destrutiva para enzima, promovendo pouca ou nenhuma inativagdo. A
desvantagem desta técnica é a possibilidade de dessorcdo da enzima com mudancas de
temperatura, pH e forga idnica, visto que se encontram ligadas fracamente ao suporte.
Com isso, biossensores baseados em enzima adsorvida sdo normalmente instaveis e
apresentam pouca estabilidade operacional e de armazenamento. Outra desvantagem
seria a adsorcao ndo especifica de outras proteinas ou substancias*®*1%4,

Enzimas podem ser aprisionadas/encapsuladas em matrizes tridimensionais e,
nesse caso, destaca-se o método sol-gel que tem se mostrado biocompativel para a
imobilizacdo de proteinas e também no preparo de colunas de bioafinidade®®'%*4. A
enzima é misturada aos precursores moleculares que formardo a matriz e, apos as
reacOes de condensacdo, ficara aprisionada fisicamente na matriz. A porosidade da
matriz deve evitar a perda de enzima e a0 mesmo tempo permitir o livre movimento do
substrato e do produto™*°.

Biossensores baseados no aprisionamento de enzimas apresentam melhor
estabilidade operacional e de armazenagem quando comparados aos que utilizam o
método da adsorcdo. No entanto, ainda existem limitagdes como lixiviacdo do
biocomponente ou barreiras difusionais™®® 0114112,

A imobilizacdo por crosslinking é livre de suporte, e as enzimas estdo ligadas umas
as outras, ou a proteinas inativas como gelatina ou albumina, formando uma estrutura
tridimensional complexa. Pode ser obtida via métodos fisicos ou quimicos. Quando
obtidas por métodos quimicos séo resultantes das ligacdes covalentes entre as enzimas e
sdo favorecidas pelo uso de agentes bi ou multifuncionais. Como desvantagens do
método estdo a baixa retencdo da atividade e a baixa estabilidade mecanica, que
dificulta sua aplicagdo industrial, além de pouca reprodutibilidade!%®10-114.115,

A imobilizacdo de enzimas via ligacdo covalente é o método mais comum para o
desenvolvimento de biossensores. Para esta finalidade, as enzimas estdo ligadas a
superficie dos suportes através de grupos funcionais que ndo sdo essenciais para sua
atividade catalitica. A ligacdo é geralmente realizada por ativacdo inicial da superficie
usando reagentes bi ou multifuncionais, como por exemplo, glutaraldeido ou

carbodiimida, seguido pela ligagdo da enzima'®®!*%114,
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3.11. Classificagdo dos Biossensores Eletroquimicos

A escolha do método para a imobilizacdo da enzima na superficie do eletrodo esta

relacionada com o desempenho do biossensor pelo fato de melhorar a estabilidade sem

comprometer a atividade catalitica da biomolécula. O acoplamento eletrénico entre as

enzimas redox e eletrodos para a construgdo de biossensores pode ser baseada na

eletroatividade do substrato enziméatico ou dos produtos (biossensores de primeira

geracdo); a utilizagdo de mediadores redox, livre em solugdo ou imobilizados com a

biomolécula (biossensores de segunda geracdo), ou transferéncia eletrdnica direta

(TED) entre o sitio ativo e a superficie do eletrodo (biossensores de terceira geragao)

116

A Figura 12 mostra uma representacao esquematica destas diferentes abordagens para o

desenvolvimento de biossensores.

(B)

(©)

O,
e Substrato
Eletrodo H20,
Produto
e
Moy Substrato
Eletrodo
Mieq Produto
e
Substrato
Eletrodo
e
Produto

Figura 12. Representa¢do esquematica da Evolucao dos Biossensores: (A) primeira geragao, (B)

segunda geracéo e (C) terceira geracdo (Adaptada da referéncia 116).
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Os sensores eletroquimicos de primeira geracdo baseiam-se no monitoramento
direto da deplecdo de um dos substratos ou da acumulacdo de um dos produtos
enzimaticos. O inconveniente nesse tipo de dispositivo € que operam em altos
potenciais apresentando interferéncia de outras espécies*'’. Na tentativa de diminuir
esses potenciais surgiram os eletrodos de segunda geracdo que empregam pequenas
moléculas eletroativas (por exemplo, derivados do ferroceno, ferrocianeto, sais
organicos condutores e quinonas), que podem reagir com o sitio ativo da enzima e com
a superficie do eletrodo, transportando os elétrons. Para atuar como um bom mediador
eletronico, as espécies devem atender a alguns pré-requisitos: (1) reagir rapidamente
com a enzima reduzida para minimizar a competicdo com o oxigénio; (2) possuir boas
propriedades eletroquimicas, como baixo potencial operacional; (iii) possuem baixa
solubilidade em meio aquoso; (iv) ser atdéxico e quimicamente estavel em ambas as
formas reduzidas e oxidadas**®.

O uso de mediadores entre a enzima e o eletrodo diminui o potencial aplicado,
no entanto, esta configuracdo pode apresentar problemas de interferéncias, uma vez que
este arranjo pode facilitar também a transferéncia de elétrons proveniente de reacdes
redox paralelas & reacdo entre a enzima e o substrato®*16:1*7119,

Com o intuito de superar estes problemas surgiram os eletrodos de terceira
geracao que sdo baseados na transferéncia direta de elétrons entre enzima e eletrodo na
auséncia de mediadores, sendo esta uma caracteristica que os torna bastante vantajosos,
ja que promove uma maior seletividade a medida que eles operam em potenciais mais
proximos ao da propria enzima, diminuindo como consequéncia reacdes de
interferentes. Além disso, dispensam 0 uso de outros reagentes na sequéncia das reacoes
enzimaticas.

Desta forma, o melhor funcionamento dos biossensores amperometricos,
dependera da facilidade da transferéncia de elétrons do sitio ativo da enzima para a

superficie do eletrodo®*®71°.

3.12. Glicose Oxidase (GOX)

As enzimas sdo componentes de extrema importancia para a fabricacdo de
biossensores como elementos de reconhecimento bioldgico pela alta sensibilidade e
seletividade que as reacdes enzimaticas apresentam. Uma das enzimas amplamente
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estudadas para esse fim é a Glicose Oxidase (GOx)?**%. Essa enzima tem atraido
especial atencdo devido a sua aplicacdo em diferentes &reas incluindo a industria
alimenticia e téxtil, células biocombustiveis e especialmente para o controle da Diabetes

Mellitus doenca que acomete a satide publica mundial®®*8%,

A GOx é um homodimero com aproximadamente 160 kDa**'#

que catalisa a
oxidacdo da PB-D-glicose pelo oxigénio molecular em glucono-3-lactona, o qual
subsequente e espontaneamente se hidrolisa em &cido glucdnico, gerando nessa
hidrélise peréxido de hidrogénio (H.0,). O sitio ativo dessa enzima é composto pelo
cofator Flavina Adenina Dinucleotideo (FAD) o qual é reduzido a FADH, durante o
processo catalitico®®. Na Figura 13 é mostrada a reacdo de oxidacdo da glicose pela

GOx.

OH OH
@) Glicose oxidase QO
HO HO
HO OH " N\ HO
o FADH, EFAD oH O
H
O, H>0,

Figura 13. Oxidacéo de glicose pela acdo da enzima glicose oxidase (adaptada da referéncia 30).

A respeito da sua estrutura, uma unidade monomerica da GOx possui o formato
esferdide e compacto com dimensdes 6,0 x 5,2 X 3,7 nm e o diametro médio da GOx é 8
nm*®. O pH 6timo da glicose oxidase é 5,5, entretanto possui uma faixa de boa
atividade entre pH 4-7. O seu ponto isoelétrico é 4,2'2. A Figura 14 representa a
simulacdo computacional da molécula de GOx com o seu cofator, obtida a partir do

fungo Aspergillus niger através de um modelo de fitas"*.

Figura 14. Estrutura de fitas representando a enzima glicose oxidase.
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3.13. Biossensores para Glicose

O primeiro biossensor descrito foi proposto por Leyland J. Clark, no inicio da
década de 1960 e utilizava a enzima GOx para a determinacéode glicose'®®*'". Este
trabalho resultou na comercializacdo do primeiro sensor eletroquimico para determinar
glicose no sangue, fabricado pela Yellow Springs Instrument (YSI) #**'  usando apenas
25 pL de amostra de sangue*™®.

O eletrodo enzimatico de “Clark™ baseia-se na oxidagdo por catéalise enzimatica da

glicose pela GOx conforme equagéo 4

GOx

Glicose + O, Acido gliconico + H,0,

(4)

Clark e colaboradores descreveram dois sensores de glicose com base em principios

de primeira geracdo que utilizam a reacdo da GOx (Equacéo 4). Esses sensores valiam-
se da reducdo amperométrica do O, em um eletrodo de trabalho de platina

catodicamente polarizado (Equagéo 5):

- 700mV vs Ag/AgClI

O, + 4H + 4e 2H,0

()

Porém, esse método é suscetivel a flutuagdes nos niveis de O, no ambiente, que
podem em condi¢Oes desfavoraveis, levar a resultados ndo confiaveis. O sensor consiste
em um eletrodo de oxigénio, com a GOx imobilizada sobre a membrana de Teflon
seletiva de oxigénio.

O segundo método preconizado por Clark baseava-se no monitoramento de H,0,
produzido pela oxidacdo da glicose catalisada por enzima, de acordo com a Equacdo 6.
Nesse arranjo, o H,O, pode ser amperometricamente oxidado em um eletrodo de platina
anodicamente polarizado e proporciona respostas que, em determinada faixa de

concentracdo, podem ser relacionadas diretamente a concentracao de glicose.
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+ 650 mV vs Ag/AgCl

H,0, 2H™+ O, + 2e

(6)

No entanto, o sitio ativo da enzima GOx que contém o cofator FAD esta ocluso por
uma camada espessa de proteina e isto dificulta a transferéncia eletrénica direta entre a
enzima e o eletrodo. Para melhorar a velocidade de transferéncia eletrénica séo
empregados os eletrodos de segunda geracdo que utilizam mediadores de elétrons que
tém a funcdo de estabelecer o contato elétrico entre o centro redox da enzima, nesse
caso 0 FAD e a superficie do eletrodo?®**.

Um exemplo pratico de biossensor que utiliza um mediador é a série ExacTech
de sensores portateis de glicose comercializada pela Medisense®. Esse sensor é muito
bem sucedido comercialmente, pois revolucionou o tratamento da diabetes para muitos
pacientes ja que o monitoramento do nivel de glicose no sangue pode ser feito, em casa
ou no trabalho, com um método extremamente simples''’. O biossensor utiliza a
oxidacdo enzimatica da glicose, na presenca do mediador ferroceno que age como

receptor de elétrons no lugar do oxigénio molecular (Figura 15).

GO
Xred Glicolactona

LOC

Figura 15. Ferroceno agindo como receptor artificial de elétron em lugar do O, para a GOx.
(Adaptada das referéncias 29,118).

Todavia, 0s biossensores de terceira geracdo tém sido propostos considerando 0s
beneficios que podem trazer ao sistema, como por exemplo, a minimizacao da resposta
de interferentes devido aos baixos potenciais aplicados. Nessa perspectiva, 0 uso de
diferentes nanomateriais tem sido relatado para facilitar e melhorar a TED entre o sitio

redox protegido pela camada proteica e a superficie do eletrodo. Materiais nanométricos
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condutores podem penetrar a camada proteica da GOx e promover a transferéncia de

elétrons'®®. Dentre os nanomateriais utilizados para esse fim estdo Au

Carbon0122,127—130

e grafeno

121,131

126

, nanotubos de

A Tabela IV reune alguns trabalhos e suas

caracteristicas relatadas na literatura para o desenvolvimento de biossensores de terceira

geracdo para deteccao de glicose.

Tabela IV. Trabalhos utilizando a GOx no desenvolvimento de biossensores de terceira geragéo.

. Eletrodo Faixa de Resposta o
Modificador ] Sensibilidade LD Ref.
Base Linear
2,5-32, 5 umolL™
GOXx/Au GCE . 0,32 UM [126]
60 — 130 pmolL”
GOD-MWCNTs- L
GCE 0,5-0,8 mM 16,6 A mM™cm’ [130]
PVA
GOX/TiO,-SWCNT ITO 10 pM — 1,40 mM 5,32 p)A mM™cm™? 10 pM [129]
Chit-
MWCNTs/GOD/Au GE 0,28 -588 mmolL™ 38,2 pAmmol L*cm? 2,06 x10°M  [128]
NRs
Nafion/GOD/Ag- )
GCE 50 uM — 1,1 mM 3,1 UA mM° 17 pM [127]
Pdop@CNT
GOD/MWCNTs- L
GCE Até 0,8 mM 0,127 AM™*cm’ 17,5 uM [122]
ACS
CS-GOD-ERGO GCE 0,02 —32 mM 6,82 JA mM™ cm 1,73 uM [121]
RGO-GOx GCE 01— 27 mM 1,85 pA mM™ cm [131]

GOx/Au: Glicose Oxidase adsorvida fisicamente em filmes de ouro nanoestruturados;
GOD-MWCNTs-PVA: Glicose Oxidase- nanotubos de Carbono- filme de polivinil alcool;
GOx/TiO,-SWCNT: Glicose Oxidase/6xido de titnio revestidos com nanotubos de carbono;
Chit-MWCNTs/GOD/AuUNRSs: Quitosana-nanotubos de carbono/Glicose Oxidase/nanobastdes de ouro.
Nafion/GOD/Ag-Pdop@CNT:Nafion/GlicoseOxidase/Prata-Polidopamina@nonotubos de carbono;
GOD/MWCNTs-ACS: Glicose Oxidase/nanotubos de Carbono-silica revestida com alumina;

CS-GOD-ERGO: Quitosana- Glicose Oxidase-0xido de grafeno reduzido eletroquimicamente;

RGO-GOx: Oxido de grafeno reduzido eletroquimicamente- Glicose Oxidase.

GCE: Eletrodo de carbono vitreo (do inglés glassy carbon electrode).

ITO: Oxido de estanho e indio.

GE: Eletrodo de ouro (do inglés gold electrode).

41



Procedimento
Experimental



4. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL
4.1. Reagentes

3-cloropropiltrimetoxisilano  CPTMS (Acros 98%), 3-aminopropiltrimetoxisilano,
APTMS (Aldrich, 97%), 1,4-diazabiciclo[2,2,2]Joctano DABCO (Aldrich), N,N-
dimetilformamida (Aldrich, 97%), Ortossilicato de tetraetila, TEOS (Acros 98%),
carbono grafite (Aldrich, 99,99%), formamida (Vetec). Glutaraldeido, GA, (solugdo
aquosa 25% Sigma- Aldrich), Glucose Oxidase, GOx (EC 1.1.3.4 50KU, Aldrich);
dopamina (Sigma 98%), &cido L-ascérbico (99% Synth) e acido drico (Aldrich). Metil
paration (Aldrich). Metanol, etanol, HF (40%) e HCI, ferri/ferrocianeto de potéssio,
cloreto de potéssio e acido fosforico, &cido acético glacial e 4cido bdrico foram obtidos
da Merck. NaH,PO,4. H,0 (98%) e Na;HPO, (99%) foram adquiridos da Fmaia. Todos
0s reagentes empregados foram de grau analitico e usados conforme recebidos sem

prévia purificacdo. As solucdes foram preparadas usando agua destilada.

4.2.  Sintese do Silsesquioxano 16nico

O silsesquioxano i6nico contendo o grupo cloreto de 1,4-bis-3-
(propiltrimetoxisilano)diazoniabiciclo[2,2,2]octano  foi sintetizado com base no
procedimento previamente descrito por Arenas e colaboradores® com algumas
adaptacoes. Primeiramente, 5,605g de DABCO (30 mmol) foram dissolvidos em 40 mL
de N,N-dimetilformamida. Posteriormente, foram adicionados 60 mmol (11,4 mL) de
CPTMS, sob atmosfera de argdnio. Esta mistura foi aquecida na temperatura de 75 °C,
sob agitacdo e atmosfera inerte por 72 h, até a formacéo de um solido branco (precursor
organossilano  ibnico) denominado cloreto de  bis(3-n-propiltrimetoxisilil)-
1,4dizoniabiciclo[2,2,2]octano. Essa etapa da sintese esta esquematizada na Figura 16a.
Esse solido foi lavado com metanol e posteriormente seco por 2 h a 70 °C. Na sintese
do silsesquioxano, 4,0 g do organossilano precursor bis(3-n-propiltrimetoxisilil)-
1,4diazoniabiciclo[2,2,2]octano foi dissolvido em 40 mL de formamida, sob constante
agitacdo. Apos adicionou-se 0,8 mL de agua e 5 gotas de acido fluoridrico, sob agitacao
e aquecimento de 70 °C. Apo0s a total homogeneizacdo do sistema, a temperatura foi
mantida constante 40 °C para gelificacio e evaporacdo do solvente.

O solido resultante é 0 silsesquioxano cloreto de
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bis(3-n-propiltrihidroxisilil)-1,4diazoniabiciclo[2,2,2]octano, aqui  designado  de
SiDbCI; (Figura 16b).

N RSO A
CH40, X X ,OCH, %
— c}-|30-\18i/\/\N/\/N/\/\Si-OCH3 / I/\/\N+’\,r\:
DABCO ———» CHO OCHy Gelificagdo ot Bt B
+ Precursor organosilano (://\+ O~si \7/ ( )
” FINGN TS e
EXgN | / +
cHO=SI "l (A) b Y - —\/\\EJ/\/\S,’.
CHy0 (-;-//\y/\/\| \?, - \
CPTMS . N s
—/Su/\/\'\// 0/ No HO */j’\r/\/xs‘:_
/ o ¢
Si Si [
L NfN
o ,J/ | “o7 \_/<7\/\s;'f
N O A0 - \

2 SiDb(C/),

Figura 16. Representacdo esquematica da sintese do silsesquioxano: (a) precursor cloreto de bis(3-
n-propiltrimetoxisilil)-1,4dizoniabiciclo[2,2,2]octano; (b) silsesquioxano cloreto de bis(3-n-
propiltrihidroxisilil)-1,4diazoniabiciclo[2,2,2]octano ( SiDbCl,)

4.2.1. Sintese da Silica

A silica foi sintetizada usando 5 mL de TEOS, 13 mL de metanol e 3 mL de
agua contendo 3 gotas de HF. A mistura foi deixada em repouso, a temperatura
ambiente, para gelificacdo e evaporacdo do solvente. O sélido resultante € um xerogel
de silica, que foi lavado exaustivamente com agua e etanol e apos foi seco por 2 h, em
vacuo a 80 °C para remocdo de solvente residual. Esse material foi designado como

Silica.

4.2.2. Imobilizacédo do Silsesquioxano 16nico na Superficie da Silica

O silsesquioxano SiDbCl, foi imobilizado na superficie da silica (secdo 4.2.1)
por reacdo de enxerto. Primeiramente foram dissolvidos 100 mg de SiDbCl, em 17,5
mL de agua, na temperatura de 65 °C e agitacdo eventual, por cerca de 3 h. A solucéo
foi transferida para uma cépsula de vidro e a essa foi adicionado 1g de silica. A mistura
permaneceu sob agitacdo constante por 12 h sob condicdes ambientes. Apds, o sélido

foi separado da solucéo e seco a 80 °C por 2 h, em vacuo. Entdo, o material foi lavado
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com &gua e etanol e novamente seco a 110 °C, sob vécuo, para eliminar o solvente

residual. O material foi designado como Db/Silica.

4.2.3 Preparacéo dos Eletrodos de Pasta de Carbono

Os eletrodos de pasta de carbono foram preparados pela mistura dos materiais
Silica e Db/Silica (10 mg) com grafite em p6 (10 mg) e 3 mg de 6leo mineral em um
almofariz de agata para formar uma pasta homogénea. Uma porcéo da pasta foi alocada
em uma cavidade de 1 mm de profundidade, em contato com um disco de platina de 0,5
cm de diametro, dentro de um tubo de vidro e um fio de cobre como condutor. A
molécula sonda utilizada foi o par redox Ferro/Ferricianeto de potéassio 0,001 mol L™
em solugdo de KCI 0,1 mol L™. Para os experimentos contendo o analito metil paration
foi usado 0,1 mol L™ de KCI em 0,04 mol L™ de tamp&o Britton-Robinson. Todas as

medidas foram realizadas a temperatura ambiente e sob atmosfera de argonio.

4.3. Matrizes Carbono Ceramico

Foram sintetizadas trés matrizes carbono ceramico, denominadas SG, pelo método
sol-gel, usando TEOS como precursor molecular e grafite. Foram utilizados protocolos
de sinteses disponiveis no Laboratorio de Sélidos e Superficies. As matrizes carbono
ceramico foram preparadas utilizando uma razdo massica 1:1 SiO,/Cyrr € a Sintese
ocorreu em duas etapas. Os materiais finais sdo xerogeis de silica contendo grafite e

foram designados como matrizes SG1, SG2 e SG3.

4.3.1. Modificacdo das Matrizes SG1, SG2 e SG3 com 3-
aminopropiltrimetoxisilano

Previamente, as matrizes SG1, SG2 e SG3 foram ativadas em linha de vacuo, a
120 °C por 2 h. A modificacao da superficie dos materiais foi feita utilizando 1mmol de
APTMS por grama de SG1, SG2 ou SG3. Cada matriz foi transferida para um baldo
contendo APTMS solubilizado em etanol. Os sistemas foram mantidos sob refluxo, em
atmosfera inerte, com agitacdo mecanica a 65 °C, durante 24 h. Apos, o sobrenadante

foi retirado e os materiais foram secos em linha de vacuo, a 80 °C, por 2 h. Finalmente,
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foram lavados exaustivamente com &gua e etanol e novamente secos em vacuo a 80 °C,
por mais 2 h. As matrizes modificadas com 3-aminopropil foram entdo denominadas
SG1/AP, SG2/AP e SG3/AP.

4.3.2. Modificacdo com Glutaraldeido

Dois gramas de SG1/AP, SG2/AP ou SG3/AP foram colocados em contato com 20
mL de uma solucéo de glutaraldeido 5% em tampéo fosfato (STF) 0,1 mol L™, pH 7,0
como solvente. Os materiais foram deixados em contato com a solucéo de glutaraldeido
por cinco horas, sob agitacdo constante. Ap6s, foram lavados com STF e secos em linha
de vécuo por 2 h, na temperatura de 60 °C. Os materiais ativados com glutaraldeido
foram denominados SG1/AP/GA, SG2/AP/GA e SG3/AP/GA.

4.3.3. Imobilizacéo da enzima Glicose Oxidase

Uma solugdo de concentracdo 20,3 mg mL™ da enzima GOx (proteina total
quantificada pelo Método Espectrofotométrico de Bradford) em STF 0,1 mol L™, pH 7,0
foi preparada. Para 0,5 g dos suportes SG/AP/GA foram adicionadas aliquotas de 4 mL
da solucdo de GOx. Os materiais foram deixados em contato com as solucbes
enzimaticas por 5 h em banho de gelo, sob agitacdo mecanica e deixadas a 4°C durante
a noite. Posteriormente os materiais foram lavados por 10 vezes com STF e aliquotas
das lavagens foram recolhidas para posterior quantificacdo de proteina ndo imobilizada.
Os materiais foram secos em linha de vacuo e em banho de gelo, por aproximadamente
2 h. Os suportes SG/AP/GA tratados com a solu¢do enzimatica foram denominados
SG1/AP/GAIGOx, SG2/AP/GA/GOx e SG3/AP/GA/GOx. Ainda, para o suporte
SG3/AP/GA, além do experimento relatado acima efetuou-se, para outra porcdo de
amostra do material, a imobilizacdo da enzima a partir de uma solucdo mais concentrada
de enzima GOx. Nesse caso a concentracdo da solucdo de GOx oferecida para 0,59 do
suporte SG3/AP/GA foi de 33,8 mg mL™ (proteina total quantificada pelo Método
Espectrofotométrico de Bradford). O restante do procedimento foi o0 mesmo adotado

para 0s outros suportes.
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4.3.4. Preparo  dos eletrodos utilizando 0s  materiais
SG/AP/GA/GOx

Eletrodos foram preparados misturando 20 mg dos materiais SG/AP/GA/GOX,
juntamente com 3 mg de 6leo mineral. Discos destes materiais, com didmetro de 6 mm
e espessura de aproximadamente 1 mm, foram obtidos usando 3 Ton de pressdo. Os
discos foram colados em tubos de vidro com cola instantdnea e utilizados como
eletrodos de trabalho na cela eletroquimica. A resposta dos eletrodos SG/AP/GA/GOx

para o substrato glicose foi avaliada utilizando uma solucéo de glicose 0,1 mol L™.

4.4. Técnicas de Caracterizacao
4.4.1. Espectroscopia de absorc¢do no infravermelho

Os materiais denominados Silica e Db/Silica foram analisados utilizando
espectroscopia na regido do infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), usando
uma cela de quartzo. Essa cela permite obter espectros apds tratamento térmico e sob
vacuo, sem exposicdo ao ar. Discos dos materiais com diametro de 2,5 cm e pesando
aproximadamente 100 mg foram preparados e acomodados dentro da cela. Os discos
foram aquecidos até 130 °C, sob vacuo (102 Torr) por 1 h com o intuito de verificar a
estabilidade térmica do silsesquioxano aderido a superficie da Silica. Os espectros
foram obtidos usando um equipamento Shimadzu FTIR, Prestigie 21, com resolugédo de

4 cm™ e 100 acumulagdes.

4.4.2. Analise elementar de cloreto

A gquantidade de silsesquioxano imobilizado na superficie da silica foi estimada por
analise elementar de cloreto. Foram transferidas para um béquer (100 mg) das amostras
SiDbCl, ou Db/Silica e adicionado 30 mL de uma solucdo de HNO; (0,1 mol L™) sob
agitacdo magnética por 30 min. Posteriormente, a solucdo foi titulada com uma solugéo

de nitrato de prata padronizada (0,01 mol L™) usando o método potenciométrico.
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4.4.3. Isotermas de adsorcéo e dessorcédo de N

As isotermas de adsorcdo e dessorcdo de N, foram obtidas na temperatura do
nitrogénio liquido utilizando um equipamento Tristar |1 Krypton 3020 Micromeritics. A
partir das curvas de adsorcao e dessorcdo de N, foram obtidas as curvas de distribuicao
de tamanho de poros dos materiais aplicando-se o método BJH (Barret, Joyner e
Halenda). A area superficial especifica dos materiais foi obtida usando-se o método de
BET (Brunauer, Emmett e Teller)*®.

4.4.4. Analise Termogravimétrica (TGA)

A andlise termogravimétrica das amostras foi realizada em um equipamento
TGA-50 Shimadzu Thermogravimetric Analyser com rampa de aquecimento de 10 °C
min™ entre 30 e 600 °C sob atmosfera inerte de N..

4.4.5. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Inicialmente as amostras foram dispersas em suporte de aluminio usando fita
dupla face condutora que, foi coberta com um filme de ouro com o auxilio de um
metalizador Baltec SCD 050. As matrizes SG foram analisadas em um microscépio
eletronico de varredura JEOL JSM 6060, usando-se 20 kV, com um aumento de 30000
ou 35000 vezes. Para a analise EDS (Energy Dispersive Spectroscopy) o equipamento
empregado foi o microscépio JEOL JSM 5800 acoplado com um detector de energia

dispersiva da NORAN. Nessa analise usou-se aumento de 1500 vezes.

4.4.6. Quantificacdo de proteina imobilizada

Para determinar a quantidade de proteina total imobilizada nos suportes
SG/AP/GA foi utilizado o método espectrofotométrico de Bradford que utiliza o corante
Coomassie brilliant blue (BG-250), comumente chamado de Reagente de Bradford. A
curva de calibracdo para a quantificacdo de proteina pelo método de Bradford utiliza
albumina de soro bovino como padrdo*?. Este método é baseado na interacéo entre o
Reagente de Bradford e macromoléculas de proteinas que contém aminoacidos de

cadeias laterais basicas ou aromaticas. No pH de reacdo, a interacdo entre a proteina de
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alto peso molecular e o Reagente de Bradford provoca o deslocamento do equilibrio do
corante para a forma anidnica, que absorve fortemente em 595 nm*®. O equipamento
utilizado foi um Espectrofotdmetro Amersham Bioscience Ultrospec 3100 pro.

Para quantificar a proteina imobilizada no suporte fez-se a diferenca entre o total
protéico oferecido e o total residual de proteina das solucdes provenientes das lavagens
dos suportes SG/AP/GA ap6s imobilizacéo.

4.4.7. Medidas Eletroquimicas

As andlises eletroquimicas incluindo voltametria ciclica (VC) e voltametria de
pulso diferencial (VPD) para os eletrodos de pasta de carbono modificados com Silica e
Db/Silica foram realizadas em um potenciostato/galvanostato IviumsStat.

As medidas eletroquimicas de Voltametria Ciclica e Cronoamperometria dos
eletrodos carbono ceramicos foram realizadas em um potenciostato/galvanostato
Autolab PGSTAT302N. Os eletrodos de trabalho utilizados foram os discos dos
materiais SG/AP/GA/GOx. O software para tratamento dos dados foi o Gpes.

Uma cela convencional de trés eletrodos, a temperatura de ambiente, foi usada
para todas as medidas eletroquimicas, sendo o eletrodo de calomelano saturado (ECS) o
eletrodo de referéncia, um fio de platina como eletrodo auxiliar e o eletrodo de pasta de

carbono ou eletrodo carbono cerdmico como eletrodo de trabalho.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1.  Filme de Silsesquioxano 16nico imobilizado na Superficie da Silica
utilizado como modificador de Eletrodo de Pasta de Carbono para
determinacéo de Metil Paration.

Nessa etapa foi sintetizado um silsesquioxano iénico contendo o grupo idnico
cloreto de 1,4-diazoniabiciclo[2,2,2]octano (SiDbCl,) para ser imobilizado na superficie
de um xerogel de silica (Silica). O silsesquioxano idnico SiDbCI, obtido foi submetido
a analise potenciométrica de cloreto e os resultados indicam que mesmo apresenta
1,75 mmol de grupo idnico 1,4-diazoniabiciclo[2,2,2]octano por grama de material. O
silsesquioxano i6nico SiDbCI, foi imobilizado na forma de um filme na superficie da

Silica, descrita no item 4.2.2. O material resultante foi denominado Db/Silica.

5.1.1. Caracterizacdo do material Db/Silica
5.1.1.1. Espectroscopia no infravermelho

Na Figura 17 sdo mostrados 0s espectros de absor¢édo na regido do infravermelho

da matriz Silica e do Db/Silica.

0.1

1875

Db-Silica

Absorbancia

Silica

2100 1950 1800 1650 1500 1350
NGmero de onda ( cm’)

Figura 17. Espectro de absorcéo na regido do infravermelho da Silica e do Db/Silica, obtido em
temperatura ambiente, ap6s tratamento térmico a 130 °C, sob v&cuo por 1h.
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A presenca de grupos organicos pode ser identificada pela banda em 1465 cm™,
presente apenas no material Db/Silica, a qual corresponde ao estiramento dos grupos
CH, do DABCO e da cadeia propil”®>. O componente inorganico pode ser identificado
pelas bandas tipicas da Silica com méaximos préximos a 1875 e 1985 cm™ 4 A
presenca da banda correspondente aos grupos organicos, mesmo ap0s o tratamento
térmico em 130 °C, sob véacuo por 1 hora, € um indicativo que o filme esta fortemente

aderido na superficie da silica'®.

5.1.1.2. Analise elementar de cloreto

O teor de grupo organico 1,4 diazoniabiciclo[2,2,2]octano presente no Db/Silica
foi determinado por titulacdo potenciométrica dos ions cloreto, resultando em um valor

estimado de 0,095 mmol de grupos por grama de Silica.

5.1.1.3. Isotermas de adsorgao e dessorcao de N,

As isotermas de adsorcdo e dessorcdo de N, e a distribuicdo de tamanho de

poros determinada pelo método BJH sdo mostradas na Figura 18.
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Figura 18. Analise textural (a) Isotermas de adsorc¢éo e dessor¢do de N, e (b) Distribuicdo de
tamanho de poros.

E possivel observar curvas similares para Silica e Db/Silica. As isotermas s&o
tipicas de materiais mesoporosos> pois adsorvem em altas pressdes relativas de N,
indicando a presenca de poros maiores para serem preenchidos com N,. As curvas BJH
apresentam distribuicdo de tamanho de poros com um méaximo préximo a 10 nm. Os

valores da area superficial BET e do volume de poros sdo apresentados na Tabela V.

Tabela V. Caracteristicas texturais dos materiais.

Amostra Area Superficial BET Volume de Poro BJH

(+5m’g?) (+0,02cm®g?)
Silica 348 1,03
Db/Silica 311 0,96
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Embora a &rea superficial BET sofra um decréscimo, o volume de mesoporos
permanece praticamente inalterado apds a imobilizacdo do silsesquioxano. A
diminuicdo na érea superficial é um indicativo que houve modificacdo na regido dos
microporos apdés a imobilizacdo do silsesquixano na superficie da Silica, conforme

apresentado na Figura 19.
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Figura 19. Distribuicao de tamanho de poros para os materiais Silica e Db/Silica na regido de
microporos.

Portanto, a presenca do componente organico nao produz mudanca significativa
na estrutura dos mesoporos, indicando que 0s grupos organicos estdo altamente

dispersos na superficie da Silica.

5.1.2. Caracterizacao eletroquimica

Foram preparados eletrodos de pasta de carbono contendo Silica e Db/Silica.
Inicialmente, para comparar a eletroatividade entre os eletrodos foi utilizado o par redox
ferro/ferricianeto de potassio como molécula sonda e os eletrodos foram avaliados por
voltametria ciclica. Os voltamogramas ciclicos obtidos em uma faixa de potencial entre
-0,2 e +0,7 V, a uma velocidade de varredura de 20 mV s™, estdo mostrados na Figura

21.
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Figura 20. Voltamogramas ciclicos dos eletrodos de pasta de carbono modificados com (a) Silica e
(b) Db/Silica em uma solugdo 1 mmol L™ Ks[Fe(CN)g] e 1 mmol L™ K,[Fe(CN)s] em 0,1 mol L™ de
KCI. Velocidade de varredura 20 mV s™.

Pode-se observar na Figura 20 que os voltamogramas ciclicos mostram um par
de picos redox quasi-reversiveis referentes ao [Fe(CN)e]** para ambos os eletrodos,
Silica e Db/Silica. No entanto, os materiais apresentaram valores distintos para 0s
potenciais de pico (Epa € Epc) € para as intensidades de corrente (ipa € ipc). ESSes valores
sé&o mostrados na Tabela VI.

Tabela VI. Valores de intensidade de corrente e de potencial dos picos anddicos e catddicos e
variac¢do dos potenciais de pico (AE, = E, - E,;) obtidos dos voltamogramas ciclicos.

Corrente  Corrente Potencial Potencial
Eletrodo de Pi_co de If’ic_:o Ipal de Pi_co de I,3i<_:o AE,/
Anddico  Catddico patipe Anddico  Catddico mV
Ipa/ LA ipc/ LA E/V E/mV
Silica 93,8 -94,0 0,99 251,1 174,8 76,3
Db/Silica 285,0 -332,1 0,85 348,8 133,8 214,2

Pode-se observar na Tabela VI que o eletrodo de pasta de carbono contendo
Silica mostrou menor separacdo de pico (76,3 mV) quando comparado ao eletrodo de
pasta de carbono do material Db/Silica (214,2 mV). Essa diferenca foi interpretada

considerando-se a presenca do filme de silsesquioxano disperso na superficie da silica
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que deve resultar em aumento na resisténcia de transferéncia de carga na superficie do
eletrodo, conforme j& reportado na literatura %, Por outro lado, elevados valores de
corrente de pico foram observados para o eletrodo Db/Silica quando comparado ao
eletrodo contendo Silica.

O filme de silsesquioxano promove um aumento na area eletroativa do eletrodo,
caracteristica importante aos sensores eletroquimicos. Assim, o eletrodo de pasta de
carbono Db/Silica foi usado para avaliar a resposta eletroquimica do analito metil
paration.

5.1.2.1. Comportamento eletroquimico do eletrodo Db/Silica frente
ao metil paration

Na Figura 21 sdo mostrados os voltamogramas do eletrodo Db/Silica, na
auséncia e na presenca de 2,91x10° mmol L™ de metil paration, em solugdo tampao BR
(pH 5,0).

40 +

20

-20 4

il pA

-40
-60

-80 4

-100 - T T T T T T T T T T T T T
-10 -08 -06 -04 -02 0,0 0,2 0,4

E/V vs ECS

Figura 21. Voltamogramas do eletrodo Db/Silica (a) na auséncia e (b) na presenca de 2,91x10
*mmol L™ de metil paration em solucéo tamp&o BR (pH 5,0) e atmosfera de argdnio. Velocidade de
varredura 20 mV s*

Pode-se observar que, na auséncia de metil paration, ndo foi detectada corrente
de pico. No entanto, um par definido de picos redox foi observado na presenca de metil

paration, com potencial de oxida¢do em - 0,007 V e potencial de reducdo em -0,100 V.
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O aparecimento desses picos pode ser atribuido a reacdo de oxidacdo e reducdo
envolvendo o grupo hidroxilamina (— NHOH) e o grupo nitroso (— NO). Assim, o grupo

hidroxilamina surge como uma consequéncia da redugdo do grupo nitro do metil

paration™*®*® como representado na Figura 22.
S S S
Ig/OMe |g,OMe |g,OMe
0" “OMe 0" “OMe O~ “OMe
4e”, 4H* 2e, 2H*
D + 2H2O ~
NO, NHOH NO

Figura 22. Representacdo das reacdes de oxidacao e reducdo do metil paration.

Informacdes sobre 0 mecanismo do sistema eletroquimico podem ser obtidas de
medidas de corrente em funcdo da velocidade de varredura. Os voltamogramas ciclicos
do eletrodo Db/Silica em diferentes velocidades de varredura (0,01 — 0,40 V s), na

presenca de metil paration, s&éo mostrados na Figura 23.
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Figura 23. (a) Voltamogramas Ciclicos obtidos em diferentes velocidades de varredura (0,01 — 0,40V s™)
para eletrodo de pasta de carbono Db/Silica em 2,91x10™ mmol L™ de metil paration em solucéo tampéao
BR 0,04 mol L™ (pH 5,0); (b) Relacéo entre (ipa ou ipc) e (v).; (c) Relagdo entre log (ipa ou ipc) e log v.
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E possivel observar que as correntes de pico anddico e catodico aumentam
linearmente com a velocidade de varredura, sugerindo que a reacdo na superficie do
eletrodo é controlada por um processo de adsorcdo™. Por outro lado, os potenciais de
pico anddico e catddico se deslocam com o aumento da velocidade de varredura (Figura
23 a) e esse € um comportamento atipico para processos adsortivos. Para confirmar se o
processo € controlado por adsor¢do ou difusdo do analito na superficie do eletrodo fez-
se a relacdo entre o log v e log ip (Figura 23c). Neste sentido, na equacéo da reta obtida,
valores de coeficiente angular entre 0,5 e 1,0 implicariam em um processo controlado
simultaneamente por difusdo e adsorcdo; ja o valor de 0,5 indicaria um processo
controlado por difusdo. Se a reacdo € controlada por adsorcdo, o coeficiente angular
deve ser 1,0.

Considerando os coeficientes angulares obtidos (0,56 e 0,71), pode-se concluir
que os processos de oxidagdo e reducdo do metil paration na superficie do eletrodo séo
controlados por difusdo acompanhada de adsorcao.

5.1.2.2. Efeito do pH

O comportamento do eletrodo Db/Silica foi estudado na faixa de pH entre 4 — 8
em solucdo tampao BR 0,04 mol L™ usando-se voltametria ciclica. A Figura 24 mostra
a variacdo do potencial de pico e da intensidade de corrente do eletrodo Db/Silica na

presenca de 2,56 x 10 mmol L™ de metil paration, em funcéo do pH.
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E/V vs ECS

Figura 24. Relagéo entre Ep, e Ep. em fungéo do pH na presenca de 2,56 x 10 mmol L™ de metil
paration. Figura inserida: efeito do pH na corrente de pico.

As equacdes da reta que descrevem o comportamento do E, em fungdo do pH

sdo descritas como:

Epe= - 0,057 pH + 0,21 R= 0,996 ©)
Epe= - 0,052 pH + 0,29 R=0,998 (8)

Os coeficientes angulares das equacdes acima obedecem a equacdo de Nernst
quando igual nimero de fons H* e elétrons sdo transferidos ****”. As intensidades de
corrente de pico anddico e catodico sdo pouco afetadas pelo pH das solucdes na faixa
estudada, no entanto em pH 6,0 observa-se a maior intensidade de corrente para a
reducdo do metil paration. Desta forma, o pH 6,0 foi selecionado para a determinacao

por voltametria de pulso diferencial do metil paration.
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5.1.2.3. Voltametria de Pulso Diferencial do Eletrodo Db/Silica

A resposta do eletrodo Db/Silica frente a adi¢des de metil paration foi avaliada
por voltametria de pulso diferencial em solu¢do tampdo BR (pH 6,0). A Figura 25
mostra a variacdo da intensidade de corrente em funcdo da concentracdo do metil
paration.

A ! 00 05 1.0 15 20 25 30
-22 1 [MP] /umol L™
T

03 -02 -01 00 01 02
E/Vvs ECS

Figura 25. Voltamogramas de Pulso Diferencial do eletrodo de pasta de carbono Db/Silica em
solucdo tampao BR 0,04 mol L™(pH 6,0) com sucessivas adicdes de metil paration. Figura inserida:
Relacdo linear entre i, € a concentragéo de metil paration na faixa entre 1,25x 10 e 2,56 x 107
mmol L™

Observa-se uma relacéo linear entre i, € a concentragdo de metil paration, na
faixa de concentracdo entre 1,25x 10 mmol L™ e 2,56 x 10° mmol L™, descrita por
i(uA)= 1,3 — 6,3 [metil paration] (umol L™), com (R= 0,997). A sensibilidade (S) do
eletrodo foi calculada a partir da inclinagdo da reta como sendo de 6,3 pA pM™. O
limite de deteccdo (LD= 3*Sg S™) calculado foi de 0,013 pM. O desempenho do
eletrodo Db/Silica foi comparado com outros sistemas para a deteccdo do MP e a

comparacdo entre os dados esta resumida na Tabela VII.
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Tabela VII. Comparagéo de diferentes eletrodos usados na determinacéo de metil paration.

Eletrodo Faixa de resposta Limite de Referéncia

linear deteccdo

(mol L™ (hmol L™)
Ag/nafion/GCE 3,9x10 "~ 14,4 %10’ 87 [140]
Clay Modified/GCE 4,0 x107 6,0 x10™° 70 [141]
CPE 1,0 x10°-1,0 x10™ 50 [142]
Chitosan/Composite/ CGE 2,0 x10°—1,0 x10™* 2,0 [143]
MWCNTs-PAAM/GCE 50x10°-1,0x107 2,0 [137]
MIP-IL-EGN/GCE 1,0 x10°-7,0x10°° 6,0 [144]
CNPs/Clay/CPE 1,55 x10™° — 3,67 x10°® 0,47 [136]
MWCNTs/CeO,/Au/GCE 1,0 x107°—1,0 x10~’ 0,03 [145]
AuNPs/GCE 5,0 x107'—1,0 x10™* 86 [146]
Silk modified/ MWNT/GCE ~ 35x10°-2,0x 107 500 [147]
Db/Silica/CPE 1,25 x107" — 2,56%x10°° 13 Este

trabalho

Ag/nafion/GCE: nanoparticulas de prata/nafion.

Clay Modified/GCE: Argila modificando eletrodo de carbono vitreo.

CPE: Eletrodo de pasta de carbono.

Chitosan/Composite/ CGE:

Compésito de quitosana.

MWCNTs-PAAM/GCE: filme de nanotubos de carbono de paredes multiplas—poli(acrilamida)
MIP—-IL-EGN/GCE: filme de polimero de impressdo molecular-liquido iénico—grafeno.
CNPs/Clay/CPE: nanoparticulas de carbon e argila.

MWCNTs/CeO,/Au/GCE: nanotubos de carbono de paredes multiplas —CeO,—ouro.
AuNPs/GCE: nanoparticulas de ouro.

Silk modified/ MWNT/GCE: fibra de seda/ nanotubos de carbono de paredes maltiplas.
GCE: eletrodo de carbono vitreo.

CPE: Eletrodo de pasta de carbono.

Analisando os dados da Tabela VII verifica-se que o limite de deteccdo do
eletrodo Db/Silica é comparavel aos outros sistemas relacionados, no entanto, €
importante enfatizar que na maior parte desses sistemas, 0s eletrodos contém
nanoparticulas metalicas, materiais nanoestruturados ou nanotubos de carbono para

melhorar a atividade eletrocatalitica™**'*°

, enquanto o eletrodo Db/Silica é um sistema
simples onde o filme de silsesquioxano idnico é responsavel pela melhora na atividade
eletrocatalitica. Esses resultados mostram que o eletrodo Db/Silica pode ser utilizado

como potencial sensor eletroquimico na determinacdo do metil paration.
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5.2. Desenvolvimento de matrizes carbono ceramico (SG) utilizadas
como suporte na imobilizacdo da enzima glicose oxidase (GOx) e sua
aplicacdo como biossensor eletroquimico de terceira geracdo para deteccao
de glicose

Nessa etapa do trabalho foram sintetizadas trés matrizes carbono ceramico
chamadas SG1, SG2 e SG3, que foram planejadas para apresentar tamanhos crescentes
de poros, entre 7 e 20 nm. As matrizes foram sintetizadas via método sol-gel utilizando
protocolo de sintese disponivel no Laboratério de Solidos e Superficies. Essas matrizes
foram modificadas sequencialmente com 3-amonipropiltrimetoxisilano, glutaraldeido e
a enzima GOx. A quantidade de enzima imobilizada bem como a difusédo do substrato
até o sitio ativo da enzima sdo fatores importantes para o desempenho de um eletrodo.
Assim, os materiais modificados foram caracterizados e testados a fim de avaliar sua

aplicacdo como biossensores eletroquimicos para glicose.

5.2.1. Modificacdo das Matrizes Carbono Ceramico

Inicialmente, a superficie das matrizes carbono ceramico (SG1, SG2 e SG3)
foram modificadas através de uma reacdo de enxerto com 0 composto
3-aminopropiltrimetoxisilano e foram denominadas SG/AP. Nesta reacdo, o0 reagente
organossilano reage com o0s grupos silandis da matriz deixando grupos amina
disponiveis para a imobilizacéo do glutaraldeido'®*****°. Assim, um grupo aldeido do
glutaraldeido e um grupo amina do suporte SG/AP reagem para formar uma base de
Schiff'®. Os materiais resultantes desta etapa foram designados SG/AP/GA. Entdo, o
segundo grupo aldeido do glutaraldeido imobilizado reage com um grupo amina da
enzima GOx imobilizando-a covalentemente ao suporte. O suporte com a enzima
imobilizada foi denominado SG/AP/GA/GOx. A Figura 26 ilustra todas as reacfes para

a imobilizacdo da enzima GOX, descritas acima.
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Figura 26. Representacdo da imobilizagdo covalente da enzima GOXx: (I) Reagéo de funcionalizagéo da
matriz com o grupo 3-aminopropil; (I1) ativacdo com glutaladeido; (I111) imobilizagdo da enzima GOx.

Os dados referentes a imobilizacdo da enzima GOx nos suportes SG1, SG2 e

SG3 sdo mostrados na Tabela VIII.

Tabela VI11. Dados da quantidade de proteina imobilizada nos suportes SG/AP/GA.

Total de Proteina  Total de Proteina

Material % Imobilizacao
Oferecido (mg) Residual (mg)
SG1/APIGA 20,3 19,0 6
SG2/APIGA 20,3 2,63 87
SG3/AP/IGA 20,3 0 100
SG3/AP/IGA 33,8 4,57 86

Verifica-se a imobilizacdo de 6% para o suporte SG1/AP/GA e de 87% para o
suporte SG2/AP/GA do total proteico oferecido, indicando que a superficie dos suportes
estariam saturadas com a enzima. No entanto, para o suporte SG3/AP/GA houve 100%
de imobilizacdo do total proteico oferecido, ou seja, considerou-se que ainda havia
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grupos do reagente bifuncional glutaraldeido disponiveis para se ligarem com a enzima.
Assim, uma solucdo enzimética mais concentrada (33,8 mg mL™) foi oferecida para a
mesma quantidade de suporte SG3/AP/GA e houve imobilizacdo de 86% do total de
proteina oferecida. Portanto, nesse caso, considera-se que a superficie do suporte
SG3/AP/GA foi saturada com a enzima.

A imagem da Figura 27 mostra a intensidade de cor das solugdes de lavagem

provenientes da imobilizagdo da enzima GOXx nos suportes.

Figura 27. Imagem referente a solugdo enzimatica residual da imobilizagao aos suportes, (A)
SG1/AP/IGA, (B) SG2/AP/GA e (C) SG3/AP/GA.

E possivel observar que a intensidade da cor amarela, caracteristica da enzima
GOx, decresce de SG1 para SG3. Esse resultado esta em concordancia com o observado
na anélise espectrofotométrica onde uma menor quantidade de enzima foi encontrada na
solucdo onde foi feita a imobilizacdo no material SG3/AP/GA indicando que uma maior

quantidade de enzima foi imobilizada nesse suporte.

5.2.2. Caracterizacao dos materiais
5.2.2.1. Isotermas de adsorcéo e dessorcao de N,

A Figura 28 mostra as isotermas de adsorcdo e dessorcdo de N, para as trés
matrizes (SG1, SG2 e SG3) carbono ceramico sintetizadas. A area superficial especifica

das matrizes, obtida pelo método BET foi de 273, 158 e 73 m? g respectivamente.
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Figura 28. Isotermas de adsorcéo e dessor¢do de N, das matrizes SG1, SG2 e SG3.

A isoterma da matriz SG1 mostra a adsor¢do do N, em pressdes relativas mais
baixas quando comparadas as matrizes SG2 e SG3. Essa observacdo tem relagdo com o
tamanho de poros da matriz. Quando os materiais adsorvem a pressdes relativas mais
altas tem-se um indicativo da presenca de poros com tamanhos maiores. Quanto maior o
tamanho do poro maior deve ser a pressdo relativa para que 0 mesmo possa ser
totalmente preenchido com o N liquido (condensagéo capilar)®®.

As curvas de distribuicdo de tamanho de poros, obtidas pelo método BJH séo
mostradas na Figura 29 e revelam, de acordo com a classificagdo IUPAC, uma
distribuicdo de tamanho de poros na faixa de mesoporos (entre 2 e 50 nm) para as trés
matrizes.
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Figura 29. Curvas de distribuicdo de tamanho de poros das matrizes SG1, SG2 e SG3.

A partir dos gréaficos de distribuicdo de tamanho de poros observa-se que as
matrizes SG1, SG2 e SG3 apresentaram poros com distribuicdo bastante estreita com
méaximos em aproximadamente 7, 14 e 21 nm. Assim, observa-se que para as matrizes
SG1, SG2 e SG3 a area superficial especifica é inversamente proporcional ao tamanho
dos poros. Esses resultados indicam que a sintese ocorreu conforme o planejado.

As isotermas de adsorcdo e dessor¢éo e a distribuicdo de tamanho de poros das
matrizes mesoporosas SG1, SG2 e SG3 antes e apds todas as modificacbes sdo
mostradas nas Figuras 30, 31 e 32. De um modo geral, as isotermas apresentam
comportamento similar para os trés materiais com diminuicdo da quantidade de N
liguido adsorvida, ap6s as modificagbes com 3-aminopropiltrimetoxisilano,

glutaraldeido e a enzima GOX.
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Figura 30. (a) Isotermas de adsorcéo e dessor¢do de N, da matriz SG1, SG1/AP, SGL/AP/GA e
SG1/AP/GA/GOXx. (b) Curvas de distribui¢io de tamanho de poros para a matriz SG1 antes e apds
todas as modificagdes.

A Figura 30a mostra que a quantidade de N, liquido adsorvida é maior para a
matriz SG1 quando comparada a matriz modificada SG1/AP. Esse decréscimo na
quantidade de N, adsorvido é uma consequéncia da modificacdo da superficie com o
grupo 3-aminopropil acarretando também uma diminuicdo do volume de poros da
matriz SG1 de 0,66 cm® g™ para 0,48 cm® g™*. O mesmo comportamento é observado
para o suporte SG1/AP/GA onde a imobilizacdo do glutaraldeido acarreta uma
diminuicdo no volume dos poros para 0,35 cm® g™ . Foi observada também uma
diminuicéo da &rea superficial especifica da matriz SG1 de 273 m? gpara 240 m* g*

ap6s modificacdo com 3-aminopropil e para 184 m? g ap6s modificacdo com
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glutaraldeido. No entanto, o volume de poros do material ap6s a imobilizagdo da enzima
(0,32 cm® g™) e a é4rea superficial especifica (172 m? g?) ndo sofreram alteracdo
significativa quando comparado ao suporte SG1/AP/GA.

As curvas de distribuicdo de tamanho de poros da matriz SG1 antes e ap0s
modificagdes sdo mostradas na Figura 30b. Observa-se um deslocamento do pico com
maximo em 7,0 nm para a matriz SG1 para 6 nm ap6s modificacdo com 3-aminopropil
e para 5,4 nm apds modificacdo com glutaraldeido. Essas variagdes sdo evidéncias que,
de fato, as modificacbes com os grupos 3-aminopropil e glutaraldeido ocorrem nos
poros da matriz. Por outro lado, a imobilizacdo da enzima ndo provoca mudanga na
curva de distribuicdo de tamanho de poros indicando que a enzima GOXx ndo esta
imobilizada nos poros da matriz.

As isotermas e a distribuicdo de tamanho de poros para a matriz SG2 e as
modificagfes com 3-aminopropil, glutaraldeido e a enzima GOx sdo mostradas nas

Figuras 31a, e 31b respectivamente.
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Figura 31. (a) Isotermas de adsorcéo e dessor¢do de N, da matriz SG2, SG2/AP, SG2/AP/GA e
SG2/AP/GA/GOXx. (b) Curvas de distribui¢do de tamanho de poros para a matriz SG2 antes e apos
todas as modificagdes.

Pelas isotermas da matriz SG2 antes e apds modificagdo, mostradas na Figura
31a, observa-se que a matriz modificada com 3-aminopropil teve seu volume de poros
alterado de 0,72 para 0,63 cm® g* e apés modificacgdo com glutaraldeido para
0,53 cm® g™. As é4reas superficiais especificas sofreram pouca variacdo de 158 m® g*
para 142 m? g™ e 147 m? g nessa sequéncia de modificagdes. A imobilizagdo da enzima
GOXx ao suporte levou a uma diminuicdo no volume de poros de 0,53 para 0,45 cm®*g™ e
na area superficial especifica de 147 para 127 m® g™. Essas diminuices sugerem que a

enzima bloqueia parcialmente o acesso do N liquido aos poros da matriz.
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As curvas de distribuicdo de tamanho de poros referentes a matriz SG2 e suas
modificagdes, contempladas na Figura 31b, revelam um deslocamento para tamanhos
menores de poros conforme a matriz foi modificada com 3-aminopropil e glutaraldeido.
Esses resultados indicam que as modificagdes ocorrem nos poros da matriz. Ressalta-se
que a modificagdo com a enzima GOx ndo produz alteragédo significativa na curva de
distribuicdo de tamanho de poros. Assim, enzima GOx ndo esta imobilizada nos poros
da matriz SG2 mesmo esta apresentando um tamanho de poros maior que a matriz SG1.

As isotermas e as curvas de distribuicdo de tamanho de poros da matriz SG3
antes e apds modificacdes sdo mostradas nas Figuras 32a e 32b, respectivamente. O

grafico inserido na Figura 31a facilita a visualiza¢do na variagdo das isotermas.
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Figura 32. (a) Isotermas de adsorcéo e dessor¢do de N, da matriz SG3, SG3/AP, SG3/AP/GA e
SG3/AP/GA/GOXx. (b) Curvas de distribui¢do de tamanho de poros para a matriz SG3 antes e ap6s
todas as modificagdes.
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Pela andlise das isotermas, inseridas na Figura 32a, observa-se que a
modificagdo da matriz SG3 com o0 grupo 3-aminopropil ndo produz uma alteracdo
significativa na superficie. A &rea superficial especifica de 73 m? g™* e o volume de
poros de 0,57 cm® g da matriz SG3 permanecem praticamente inalterados. Esse
resultado indica que os grupos 3-aminopropil estdo distribuidos na superficie de forma
altamente dispersa. A modificacio com glutaraldeido embora ndo altere
significativamente a area superficial especifica diminui o volume de poros de 0,57 para
0,47 cm® g™. No entanto, a imobilizacdo da enzima faz com que os valores de area
superficial especifica e de volume de poros decrescam de forma significativa passando
para 65 m> g™ e 0,41 cm® g™ respectivamente.

Na sequéncia das modificacbes com 3-aminopropil, glutaraldeido e a enzima
GOx, as curvas de distribuicdo de tamanho de poros revelaram que a matriz antes e apés
modificagdo com 3-aminopropil apresentam maximos em aproximadamente 21 nm,
enquanto a modificagdo com glutaraldeido deslocou a curva de distribuicdo para 18,1
nm. Ja a imobilizacdo com a enzima GOXx praticamente ndo alterou a distribuicdo de
tamanho de poros que permaneceu com 0 maximo proximo de 18 nm.

De um modo geral observou-se que as modificacbes com aminopropil e
glutaraldeido causaram um deslocamento do maximo da curva de tamanho de poros
para valores menores ao passo que a imobilizacdo da enzima ndo causa esse efeito. Na
literatura'®**>? foram relatados resultados similares para matrizes porosas modificadas
com glutaraldeido e enzima. Os detalhes da porosidade e area superficial especifica

estdo sumarizados na Tabela IX.
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Tabela 1X. Area superficial especifica e volume de poros matrizes carbono ceramico e suas

modificaces.

Area Superficial Volume de Poro Tamanho de
Amostra BET BJH Poros®
(x5m?g?) (0,02 cm* g™ (hm)
SG1 273 0,66 7,0
SG1/AP 240 0,48 5,7
SG1/AP/GA 184 0,35 5,6
SG1/AP/GA/GOX 172 0,32 5,6
SG2 158 0,72 14
SG2/AP 142 0,63 12,5
SG2/AP/GA 147 0,53 11,3
SG2/AP/GAIGOXx 127 0,45 11,2
SG3 73 0,57 21,0
SG3/AP 72 0,54 20,7
SG3/AP/GA 8 0,47 18,1
SG3/AP/GAIGOX 65 0,41 17,6

= maximo das curvas de distribuicdo de tamanho de poros.

5.2.2.2.

Analise Termogravimétrica

Os termogramas obtidos para as matrizes SG1, SG2 e SG3 antes e apos

modificagdo com 3-aminopropil, glutaraldeido e a enzima GOx sdo mostrados na Figura

33. Como todas as matrizes contém 50 % de grafite, realizou-se também a anélise

termogravimétrica do grafite na qual nenhuma perda de massa significativa pode ser

observada, confirmando sua elevada estabilidade térmica em atmosfera inerte até

600 °C.
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Figura 33. TGA para as diferentes matrizes e suas respectivas modificagdes:
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Pela anélise dos termogramas na Figura 33 foram observadas duas regifes
distintas de perdas de massa. A primeira até 150 °C, que foi atribuida a dessorcéo de
agua da superficie dos materiais. A segunda perda de massa entre 150 até 600 °C,
atribuida a desidroxilacdo da superficie da silica, como também da decomposicdo da
matéria organica, proveniente da funcionalizacdo das matrizes, ou seja, do aminopropil,
do glutaraldeido e da enzima, imobilizados. Foi observado para todos os conjuntos de
materiais que essa perda de massa entre 150 até 600 °C aumenta com a sequéncia das
modificacOes estando relacionado com o aumento de matéria organica incorporada nos
materiais. A Tabela X retine os resultados referentes as analises termogravimétricas das

amostras.

Tabela X. TGA das matrizes SG e suas respectivas modificacoes.

Amostras % Perdas de massa % Perdas de massa
0 até 150 °C 150 até 600 °C

grafite 0,417 0,128
SG1 1,081 2,324
SG1/AP 1,711 6,467
SG1/AP/GA 1,950 10,013
SG1/AP/GAIGOXx 3,221 11,390
SG2 1,196 2,138
SG2/AP 1,392 4,771
SG2/AP/GA 1,866 7,930
SG2/AP/GAIGOXx 2,263 10,652
SG3 0,295 1,475
SG3/AP 0,148 2,163
SG3/AP/GA 0,977 4,690
SG3/AP/GA/GOX 0,325 7,692

Esses dados foram usados para estimar o contetdo organico correspondente aos

grupos 3-aminopropil, glutaraldeido e da enzima GOx imobilizados. Para tal, efetuou-se
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a diferenca entre o material modificado com o grupo orgénico de interesse e a
modificagéo anterior. Os valores correspondentes estdo relacionados na Tabela XI.

Tabela XI. Determinacao do teor organico referente as modificacfes das matrizes SG.

. (mg/g SG)
Grupo Organico )
150 até 600 °C
SG1
AP 41,43
GA 35,46
GOx 13,77
SG2
AP 26,33
GA 31,59
GOx 27,22
SG3
AP 6,88
GA 25,27
GOx 30,02

Pode-se observar na Tabela XI que ocorre uma reducdo da quantidade de
3-aminopropil e glutaraldeido imobilizados a medida que a area de superficie diminui e
0 tamanho de poros aumenta, ou seja, de SG1 para SG3. No caso da enzima, observa-se
um efeito inverso, ou seja, com o0 aumento do tamanho dos poros aumenta a quantidade
de enzima imobilizada e a area especifica sofre pouca alteracdo. Entretanto, o0 aumento
na quantidade de enzima nao foi acompanhado de redugcdo no tamanho dos poros,
conforme mostrado nas Figuras 30b, 31b e 32b.

Mesmo apos modificacdo com 3-aminopropil, glutaraldeido e enzima GOx as
isotermas indicam a predominancia de mesoporos e sdo compativeis com isotermas do
Tipo 1V propostas por Brunauer***!31%% - A histerese ocorre quando ha diferencas entre
0s processos de adsorcdo e dessorcdo e esta intimamente relacionada ao tamanho e
forma dos poros. As isotermas apresentadas em 30a, 31la e 32a sdo compativeis com

materiais que apresentam poros com uma extremidade aberta de raio menor que 0 corpo
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do poro, conhecida como “pote de tinta”*>°. A Figura 34 esquematiza a proposta de
imobilizagéo da enzima GOx nas matrizes SG1, SG2 e SG3.

7 nm 14 nm 21 nm
il '

[ [ 1
) D ) _ 2Y

Figura 34. Esquema da modificagdo com a enzima GOx e seu efeito nos poros das matrizes SG1, SG2 e
SG3.

A enzima GOx ndo difunde para o interior dos poros pois as matrizes estdo
modificadas em toda sua extensdo com grupos amina e glutaraldeido fazendo que
imobilizacdo da enzima ocorra antes que esta acesse o interior dos poros. No entanto,
poros maiores permitem que mais moléculas de enzima sejam imobilizadas ao acessar
0s poros, causando um bloqueio parcial na adsorcdo do nitrogénio. Essa proposta
justifica a diminuicdo da area superficial especifica e do volume de poros apds a

imobilizacdo da enzima GOx bem como a manutencao do tamanho dos poros.

5.2.2.3. Isotermas de adsorcéo e dessorcéo de N, das matrizes SG1,
SG2 e SG3 pressionadas

As matrizes carbono cerdmicos SG1, SG2 e SG3 foram submetidas a uma
pressdo de aproximadamente 10 ton/cm? para a preparacdo dos eletrodos de trabalho.
Analises de area superficial especifica foram feitas para avaliar o efeito da pressdo na
superficie e tamanho de poros dos materiais. As Figuras 35, 36 e 37 mostram as
isotermas de adsorcdo e dessor¢do de N e as curvas de distribuicdo de tamanho de

poros das matrizes SG1, SG2 e SG3 antes e apos terem sido pressionadas.
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Figura 35. (a) Isotermas de adsor¢do e dessorgdo de N, e (b) Curvas de distribuicio de tamanho de

poros da matriz SG1 antes e apds submetida a pressao.
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Figura 37. (a) Isotermas de adsor¢do e dessorcdo de N, e (b) Curvas de distribuicio de tamanho de
poros da matriz SG3 antes e apds submetida a pressao.

Pelas isotermas mostradas nas Figuras 35a, 36a e 37a € possivel observar uma
dréstica diminuicdo na quantidade de N, adsorvida nas matrizes SG1, SG2 e SG3 ap0s
terem sido submetidas & pressdo de 10 ton/cm?. As curvas de distribuicdo de tamanho de
poros foram deslocadas para valores menores apds a prensagem das matrizes. A Tabela
X1l sumariza as informacdes referentes a area superficial especifica dos materiais,

volume e tamanho de poros antes e apos serem pressionados.
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Tabela XI1. Valores comparativos da area especifica para as matrizes carbono ceramico antes e
apos serem pressionadas.

Area Superficial Volume de Poro o
Tamanho meédio

Amostra BET BJH ()
nm
(x5m?g?) (0,02 cm* g™
SG1 273 0,66 7,0
SG1/Press 56,45 0,13 6,1
SG2 158 0,72 14
SG2/Press 26,55 0,10 11,7
SG3 73 0,57 25
SG3/Press 23,50 0,13 17

E possivel observar que a area superficial especifica e o volume de poros das
trés matrizes decaem apos a prensagem. Esse resultado é compativel com o bloqueio de
parte dos poros e também pela diminuicdo do tamanho. Ressalta-se que mesmo apos
terem sido pressionadas as matrizes ainda apresentam diametro de poros com tamanhos
grandes o suficiente para permitir a difusdo do analito, caracteristica desejavel no
desenvolvimento de um sensor eletroquimico.

A Figura 38 mostra imagens de MEV e de mapeamento EDS de C, O e Siparaa
matriz SG3. Na ampliacédo utilizada, observa-se que nao existem fases segregadas entre
SiO; e particulas de Cgyrar. Nessa ampliacéo as imagens de EDS mostram que 0 Cg,r €St

homogeneamente disperso na matriz.
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20 pm

Figura 38. Micrografia obtida por MEV da amostra SG3 (A) e mapeamento de C (B), O (C) e Si (D)
por EDS (b) a 1500 vezes.

Na Figura 39 sdo mostradas imagens obtidas por MEV das amostras SG3,
SG3/AP, SG3/AP/GA E SG3/AP/GA/GOX.

¥ . ’ ke
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. [ o P 4 . o aier Riakl ¥ Y. A #
Figura 39. Imagens obtidas por MEV para as amostras (A) SG3, (B) SG3/AP, (C) SG3/AP/GA E
(D) SG3/AP/GAIGOX.
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As imagens da matriz SG3 antes e apds modificagdo apresentam aglomerados
caracteristicos de particulas primarias esféricas com diametros entre 50 e 200 nm. A
interconexdo dessas particulas primarias resulta nas largas fragdes de mesoporos™. Os
dados de distribuicdo de tamanho de poros confirmam a proposi¢do acima. Observa-se
também que as modificacbes ndo ocasionaram uma modificacdo na morfologia dos

materiais no nivel micrométrico.

5.2.3. Caracterizacao eletroquimica dos materiais
SG1/AP/IGA/IGOx, SG2/AP/GA/GOx e SG3/AP/GA/GOx por
voltametria ciclica

Com o0 objetivo de avaliar o comportamento eletroquimico da enzima GOXx
imobilizada nos suportes SG1/AP/GA/GOx, SG2/AP/GA/GOx e SG3/AP/GA/GOx
foram realizadas medidas preliminares por voltametria ciclica. A Figura 40 mostra os
voltamogramas obtidos para os materiais SG/AP/GA/GOx onde observa-se picos redox

bem definidos devido a imobilizagéo da espécie eletroativa (GOX).

100

— SG1/AP/GA/GOX
— SG2/AP/GA/GOXx
——— SG3/AP/GA/GOx

-8 -07 -06 -05 -04 -03 -0,2 -01 0,0
E /V versus ECS

Figura 40. Voltamogramas dos eletrodos em atmosfera de gas argénio, tampao fosfato (pH 7,0) e v=
50 mV.s™.

A Tabela XIII mostra os valores de corrente de pico anddico e catodico,
potenciais anodico e catddico, bem como a razdo ip/ipc € 0 valor de AE, a partir dos
voltamogramas apresentados na Figura 40. Para os trés materiais, verifica-se a razéo
ipa/lpc # 1, esta é uma caracteristica de sistemas quasi-reversiveis. O material
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SG1/AP/GAIGOX (AE, =60mV) apresenta menor separacdo entre os picos anddicos e
catodicos que SG2/AP/GA/GOx (AE, =100mV) e SG3/AP/GA/GOX (AE,= 123mV).
No entanto, o eletrodo SG3/AP/GA/GOx é aquele com maior intensidade de corrente
referente a imobilizacdo da GOX e os picos atribuidos ao par redox FAD/FADH,.

E possivel verificar que a intensidade dos picos anddico e catddico aumenta com
0 tamanho de poros da matriz. Esse resultado corrobora com os dados obtidos e
discutidos pelas técnicas de TGA e analise de adsorcdo e dessorcdo de N, em que foi
demonstrado uma maior imobilizacdo da enzima GOx na matriz SG3. Além disso, essa
observacao esta de acordo com os dados obtidos através do método de quantificacdo de
proteina (Bradford) que indicou uma maior quantidade de proteina imobilizada no
material denominado SG3/AP/GA/GOx e, por isso, as correntes de pico sdo mais
intensas para esse material, onde ha uma maior quantidade de espécie eletroativa

imobilizada.

Tabela XI111. Parametros obtidos por voltametria ciclica para os eletrodos SG/AP/GA/GOX.

Eletrodos Carbono Ipa Ipc _ Epa Epc AE,
Ceramicos HA HA elpe mV mV mV
SG1/AP/GA/GOXx -8,731  -55,47 0,157 -461 -521 60
SG2/AP/GA/GOX 3483 -7381 0,472 -397 -497 100
SG3/AP/GAIGOX 78,20 -154,00 0,508 -366 -489 123

Considerando que o material SG3/AP/GA/GOx é aquele com maior quantidade
de enzima imobilizada e que a matriz SG3 apds pressionada apresenta maior tamanho
de poros quando comparada a SG1 e SG2, o material SG3/AP/GA/GOx foi escolhido
para ser testado como sensor para a glicose.

O efeito do pH para o par redox FAD/FADH, da GOx foi estudado em solucGes
de pH 6,0 a 7,5. Essa faixa foi escolhida levando em considera¢do que esta € a faixa
citada na literatura®. Diferentes solucdes foram preparadas e, quando necessario, seus
respectivos pH ajustados com NaOH (0,01 mol L™) e/ou HCI (0,01 mol L™?), os

resultados desta analise estdo apresentados nas Figuras 41a e 41b.
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Figura 41. (a) Voltamogramas Ciclicos para o eletrodo SG3/AP/GA/GOx em STF com diferentes
valores de pH em atmosfera de gas Argonio. (b) Relacdo entre corrente de pico anddico e catddico
e o pH.

Pela analise das correntes de pico anddico e catodico € possivel observar que em
pH 7,0 os picos apresentam maior intensidade de corrente. Desta forma, o pH
selecionado para todas as medidas foi o pH 7,0.

Na Figura 42 as medidas de voltametria ciclica do material SG3/AP/GA/GOx
comparado ao suporte SG3/AP/GA(voltamograma a) comprovam que 0S picos redox
(voltamogramas b e c) sdo, de fato, devido a imobilizacdo da espécie eletroativa (GOX),
ja que nenhum pico redox pode ser observado no material onde ndo ha enzima
imobilizada.

Ao pressionar o material SG3/AP/GA/GOx para a confeccdo dos discos, a
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espécie eletroativa contida na superficie pode ter sua conformacdo afetada
diferentemente daquelas que se encontram no interior do material, que poderiam estar
com seu sitio ativo mais disponivel. Desta forma, foram realizadas medidas de
voltametria ciclica para o eletrodo SG3/AP/GA/GOx antes e ap0s sua superficie ser

polida manualmente com lixa de granulometria 1200.

100
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Figura 42. Voltamogramas dos eletrodos (A) SG3/AP/GA, (B) SG3/AP/GA/GOX (sem polir) (C)
SG3/AP/GAIGOX (polida), em atmosfera de gas argdnio, tampao fosfato (pH 7,0) e v= 50 mV.s™.

A analise da Figura 42 permite inferir que ipa € ipc S0 maiores para o eletrodo
SG3/AP/GA/GOx com a superficie polida (voltamograma C), quando comparados aos
mesmos antes do polimento (voltamograma B). Assim, os picos redox bem definidos e
quasi-reversiveis podem ser atribuidos a transferéncia eletrénica direta envolvida no
processo redox da enzima GOx para conversio de GOx(FAD) para

GOX(FADH,)#+13013L1% conforme equacionado abaixo:

GOX(FAD) + 26 +2H === GOx(FADH,) )

A Tabela XIV mostra os valores de corrente de pico anodico e catodico,
potenciais anodico e catodico bem como a razéo ipl/ipc, 0 valor de AE, e o potencial
formal E® obtidos a partir dos voltamogramas B e C. Os potenciais formais foram
estimados de acordo com a equacéo [(Epa + Epc) /2]. Esses valores de E° sd0 préximos

157-160

aos citados em outros trabalhos . Como o eletrodo com a superficie polida
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apresentou maior intensidade nas correntes de pico anddica e catodica, essa condicdo foi

a escolhida para dar continuidade as medidas. O valor elevado AE, do eletrodo

SG3/AP/GA/GOx (Tabela XIV) provavelmente esta relacionado ao método de

imobilizagéo por ligacdo covalente e que dificulta a transferéncia eletronica direta entre

o0 centro redox da GOx e o eletrodo. Sabe-se que o centro redox da GOx, FAD, esta

ocluso em uma camada proteica resultando em uma longa distancia entre o centro redox

e a superficie do eletrodo™*®*?’. Adicionalmente, a imobilizacdo por ligacdo covalente

pode deixar o sitio ativo da enzima inacessivel. Por outro lado, com este procedimento

de imobilizacdo se obtém uma maior &rea eletroativa, pois as intensidades de corrente

dos picos anddico e catédico sdo muito maiores do que aquelas citadas na literatura™*

122,128

Tabela X1V. Dados dos eletrodos SG3/AP/GA/GOx (antes do polimento), SG3/AP/GA/GOx (polido).

Eletrodos Carbono ipa ipc o Epa Epc AE, E”
Ipali
Ceramicos HA HA P mV mV mV mV
SG3/AP/GAIGOX
) 61,80 -134,40 0,459 -360 -496 136 - 428
(sem polimento)
SG3/AP/GA/GOX
] 78,20 -154,00 0,508 -366 -489 123 - 428
(polido)

A influéncia da velocidade de varredura nas correntes de pico anddico e catodico

para o eletrodo SG3/AP/GA/GOx foi estudada por voltametria ciclica, conforme

mostrado na Figura 43.
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Figura 43. (a) Voltamogramas do eletrodo SG3/AP/GA/GOx em géas argdnio, STF 0,01mol L™ pH
7,0 em 20 — 1900 mV.s™, respectivamente. (b) relacdo entre ipa € ipc com a velocidade de varredura.

Ambas, ip e ip, aumentam linearmente com o aumento da velocidade de
varredura entre 0,02 e 1,9 V s™. Este comportamento é caracteristico de um processo
redox controlado por espécies eletroativas adsorvidas na superficie do eletrodo™®* ¢,
As equacdes das retas iy € iIpc Versus velocidade de varredura para o material

SG3/AP/GA/GOx sdo descritas abaixo.

ipa (A) = 4,986x10° + 2,579x10"v (V s) R=0,997 (10)
ipc (A) = -1,254x10 - 3,216x10™v (V s™) R=10,989 (11)

Através da dependéncia linear observada entre in € i,c € a velocidade de

varredura (equac@es 10 e 11), foi possivel estimar a quantidade de enzima eletroativa na
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superficie do eletrodo pela seguinte equagio™:;
ip=n"F°vAr/4RT (12)

Onde:
n = namero de elétrons transferidos;
F= 96485 C mol™
v = velocidade de varredura
A= éarea do eletrodo (cm?)
r = concentragdo de GOX na superficie do eletrodo ( mol cm™)
R= 8,314 J mol™ K™
T=298K

Para o eletrodo carbono ceramico em estudo, a area calculada através da equacéo
A= nr® foi de 0,283 cm?. Conforme discutido e equacionado, o nimero de elétrons
envolvidos no processo redox da GOx é 2. Assim, através dos coeficientes angulares
das equacdes 10 e 11 e da equacdo 12 foi possivel estimar a quantidade de GOXx
eletroativa na superficie do eletrodo como sendo 5,3 x 10° mol cm?. O valor
encontrado para a quantidade de enzima GOx na superficie do eletrodo

SG3/AP/GAIGOX ¢ superior aqueles citados na literatura?12%:128:1%0

e justifica as
correntes de pico anddico e catddico serem também. Acredita-se que isso ocorreu
devido ao tamanho de poros da matriz SG3 que possibilitou a imobilizacdo de maior
quantidade de enzima.

Conforme descrito por Laviron'®, uma medida experimental bastante Gtil na
determinagdo dos parametros cinéticos como o coeficiente de transferéncia de carga (o)
e a constante de transferéncia heterogénea (ks) € a diferenca entre Epa € Ey, definida
como AE,. De acordo com Laviron, para AE,> 200 / n (mV), onde n corresponde ao
namero de elétrons transferidos (n= 2), os valores de a e ks podem ser obtidos através da
relagcédo entre o potencial de pico E, e log v que em elevadas velocidades possui um
comportamento linear.

Para o calculo de a, o coeficiente angular das retas citadas acima foi utilizado e,

segundo Laviron, correspondem a - 2,3RT/anF para o pico catodico e 2,3RT/(1- a)nF

para o pico anodico.
91



O coeficiente de transferéncia heterogénea foi calculado segundo a equagéo:
Logk=alog(1-a)+(1-a)alog—Ilog (RT/nFv) - a(l - a) nFAE, /2,3RT (13)

A Figura 44a exibe o grafico da relagéo E, e log v do eletrodo. Como pode ser
visto, para velocidades de varredura maiores, a condicdo de Laviron é obedecida com
valores superiores de AE,. Assim, para a aplicacédo da equacéo de Laviron o gréfico esta

apresentado conforme a Figura 44b.
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Figura 44. (a) Curvas E,, e E, versus log v e (b) Curvas Ep, e Ej, versus log v com v > 0,60 V.s™
para o eletrodo carbono cerdmico SG3/AP/GA/GOX.
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As equac0es que descrevem as retas mostradas na Figura 44b s&o:
Epa(V)=-0,35263 + 0,10044 log v (V.s*) R=0,980 (14)

Epo(V)= -0,60745 - 0,16896 log v (V.s1) R=0,996  (15)

O coeficiente angular da equacdo 14 corresponde a:

2,3RT/(1- a)nF (16)

O coeficiente angular da equacao 15 corresponde a:

-2,3RT/anF (17)

Relacionando os coeficientes angulares com suas respectivas equacdes 16 e 17 o
valor de a foi estimado através da média dos valores obtidos como sendo 0,44. Esse
valor é proximo ao esperado para um processo simples de transferéncia de elétrons onde
a= 0,5. Conhecido o valor de o, a equacdo 13 foi utilizada para o calculo do ks entre a
GOx e o eletrodo como sendo 0,279 s™.

A Figura 45 mostra o comportamento do eletrodo SG3/AP/GA/GOx em

atmosfera inerte (gas argonio), atmosfera aberta e em atmosfera de gas oxigénio (O,).
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Figura 45. Voltamogramas de SG3/AP/GA/GOx em (a) atmosfera de gas argonio, (b) atmosfera
aberta e (c) atmosfera de gas oxigénio em tampéo fosfato 0,01mol L™ pH7,0, v= 50mVs™.

Mediante analise dos voltamogramas da Figura 45 percebe-se um aumento na
corrente de pico catddico e um decréscimo na corrente de pico anodico em atmosfera
aberta e em atmosfera de O,, respectivamente, quando comparado com atmosfera de gas
argonio. Isso indica que o eletrodo exibe boa atividade eletrocatalitica para oxigénio

dissolvido. Tal observacéo pode ser explicada de acordo com a equagdes 18 e 19:
GOx (FAD) + 2H*+2é = GOx (FADH;) (18)

GOx(FADH;)+0; —» GOx(FAD)+ H;0; (19)

Devido a rapida transferéncia de elétrons entre a GOx e o eletrodo, a reagdo
eletroquimica direta da GOx imobilizada no eletrodo ocorre, levando a conversdo de
GOx(FAD) a GOx(FADH,). Entdo, GOx(FADH,) reduz o oxigénio dissolvido e
regenera GOX(FAD), resultando em uma reacdo eletrocatalitica que ocorre outra vez.
Resultados similares foram reportados na literatura'?*?21!,

A estabilidade do biossensor foi testada por voltametria ciclica. O eletrodo foi

ciclado repetidas vezes em solucio tampao fosfato 0,01 mol L™. Durante as varreduras a
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50 mV s™, ndo se observou mudangas significativas nas correntes de pico tanto anédica

quanto catodica conforme pode ser constatado na Figura 46.
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Figura 46. Estudo de Voltametria Ciclica para avaliar a estabilidade do eletrodo SG3/AP/GA/GOXx.

Com isso, pode-se afirmar que a enzima GOXx esta fortemente aderida a matriz
SG3/AP/GA, evitando lixiviacdo da mesma e, com isso, proporcionando estabilidade ao
biossensor. Essa reposta era esperada, tendo em vista que a imobilizacdo foi realizada
por meio da formacéo de ligacdes covalentes entre a enzima GOX e 0 suporte. Assim, 0

eletrodo modificado apresenta boa estabilidade fisica e quimica.

5.2.4. Estudo da atividade eletrocatalitica do  material
SG3/AP/GA/GOx para a glicose

Considerando a efetiva imobilizacdo da enzima GOx no suporte, o eletrodo
SG3/AP/GA/GOx foi testado para avaliar sua resposta frente a adigdes consecutivas de

glicose (0,05 mol L), conforme mostrado na Figura 47.

Glicose + GOx(FAD) —— gliconolactona + GOx(FADH,) (20)
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Figura 47. Voltamogramas Ciclicos SG3/AP/GA/GOx em atmosfera de argonio, solugdo tampéao
Fosfato pH 7,0 contendo 0,00; 1,92; 3,70 e 6,90 mmol L™ de glicose (de (a) a (d)) com velocidade de
varredura de 50 mV s™.

Pode-se observar uma diminui¢do nas intensidades de pico anodico e catodico
com as adicOes de glicose indicando que a transferéncia eletrénica direta entre a enzima
e o0 eletrodo foi restringida quando comparada ao sistema sem glicose. Isso pode ser
atribuido ao fato de que a glicose é o substrato da reacédo catalisada pela enzima GOX e,
consome a forma oxidada GOx(FAD) da superficie do eletrodo.

O decréscimo na intensidade das correntes de pico anodico pode ser atribuido a
saturacdo da superficie do eletrodo pelo substrato devido a cinética lenta de
transferéncia de elétrons entre a enzima e o eletrodo.

ApoOs a caracterizacdo eletroquimica e analise dos dados produzidos por
voltametria ciclica, é possivel confirmar a existéncia de transferéncia eletronica direta
entre a enzima e o suporte. A concentracdo de glicose pode ser detectada pelo
decréscimo da corrente anddica e, adicionalmente afirmar que a GOx estd fortemente
aderida ao suporte atribuindo estabilidade ao mesmo.

Para avaliar quantitativamente e inferir sobre o desempenho dos eletrodos, 0s
mesmos foram testados pela técnica de cronoamperometria, onde se aplica um potencial
controlado e a resposta da corrente e a sua variagio com o tempo é registrada®.

A Figura 48 mostra a resposta amperométrica do eletrodo para adicGes

consecutivas de glicose.

96



08{ @

-0,9

-1,0 -

100 200 300 400

I
w

0 1 2 3 4 5

[Glicose] mmol.L™

Figura 48. Resposta amperométrica (i versus t) em atmosfera inerte de gas argonio. (a)
SG3/AP/GA/GOx com adig¢des sucessivas de 0,01 mmol de glicose, potencial aplicado -0,366 V e (b)
curva de calibragéo para o eletrodo SG3/AP/GA/GOX.

A resposta linear foi na faixa de concentrag&o entre 0,39 e 5,36 mmol L™ (Figura
48b). A equacdo de regressao linear é i(MA)= -1,249+ 0,094 [glicose] (mmol L™), com
coeficiente de correlacdo linear de 0,994. A sensibilidade (S) do eletrodo foi calculada a
partir da inclinacdo da reta como sendo de 0,33 pA mM™ cm™. O limite de deteccéo
(LD= 3*Sg ™) calculado foi de 0,93 mmol L™.

No intuito de melhorar a sensibilidade do material que apresentou maior faixa
linear de concentracdo, um estudo alterando a atmosfera do sistema foi realizado.
Assim, na tentativa de simplificar o sistema optou-se por utilizar atmosfera saturada de

0, (11,8 mg L™), as medidas estdo ilustradas nas Figuras 49a e 49b.
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Figura 49. (a) Resposta cronoamperomeétrica do eletrodo SG3/AP/GA/GOx em atmosfera saturada
de O,, STF pH 7,0. E=- 0,366V. (b) Curva de calibragéo do eletrodo SG3/AP/GA/GOX sucessivas
adicdes de 0,005 mmol de glicose.

A faixa linear de resposta para o eletrodo SG3/AP/GA/GOx foi entre 0,2 e 2,47
mmol L™ (Figura 49b). A equacdo de regressio linear tragcada corresponde a equagéo
i(WA)= -6,788 + 1,257 [glicose] (mmol L™), com coeficiente de correlagdo linear de
0,997. A sensibilidade do eletrodo foi calculada a partir da inclinagdo da reta como
sendo de 4,44 pA mM™cm™. O LD calculado foi de 0,26 mmol L™.

As Figuras 48a e 49a mostram que as respostas de corrente tendem a atingir um
patamar quando a concentracdo de glicose aumenta mais que 4,7 mmol L™ e
2,6 mmol L™ Esse é um comportamento tipico de sistemas com cinética regida por

Michaelis-Menten'?®, ou seja, sistemas enzimaticos com o efeito da concentragdo da
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glicose na taxa de uma reacdo catalisada. A constante aparente de Michaelis-Menten
(Kwm) € um importante pardmetro da cinética entre a enzima e o eletrodo no biossensor
pois esta associada a afinidade da enzima ao substrato. Assim, para o desenvolvimento
de eletrodos é desejavel valores menores para Ky e maiores para imax. A constante de
Michaelis-Menten pode ser calculada de acordo com a equagéo de Lineweaver-Burk:

1/i55: KM/lmaX 1/C + 1/|max (21)

Onde iss é a corrente de estado estacionario apds a adicdo de glicose, imsx € a corrente
maxima obtida apds a saturacdo da curva e C é a concentracdo de glicose na solugcdo. A
partir dos dados das Figuras 48b e 49b obteve-se uma curva de iss vs C™ e entdo, Ky e
imax para o eletrodo SG3/AP/GA/GOx foram estimados em 1,27 mmol L™ e 0,59 pA em
atmosfera de gas argonio e em 0,52 mmol L™ e 3,12 pA em atmosfera saturada de Os.
121,126,127,165

Os valores de Ky sdo comparaveis aos relatados na literatura
Tabela XV.

, conforme

Tabela XV. Valores de Ky e inax para biossensores eletroquimicos de glicose e do
eletrodoSG3/AP/GA/GOX.

Biossensor Km (mM) Referéncia
GOD/MWCNT-ACS 0,5 [122]
Nafion/GOD/Ag-Pdop@CNT 5,46 [127]
GOD/Chit-MWCNTSs/AuNRs 1,34 [128]
PPYAA-AU/GOX 1,83 [165]
SG3/AP/GAIGOx (Argbnio) 1,27 Este
SG3/AP/GAIGOx (0Oy) 0,52 Trabalho

GOD/MWCNTSs-ACS: Glicose Oxidase/nanotubos de Carbono-silica revestida com alumina.
Nafion/GOD/Ag-Pdop@CNT:Nafion/GlicoseOxidase/Prata-Polidopamina@nonotubos de carbono.
Chit-MWCNTs/GOD/AuUNRs: Quitosana-nanotubos de carbono/Glicose Oxidase/nanobastdes de ouro.
PPyAA-Au/GOx: Acido poli pirrol propilico- nanoparticulas de ouro/Glicose Oxidase.

Desta forma, verifica-se que a sensibilidade do biossensor é, de fato, maior em
atmosfera de oxigénio, isso € devido ao O, ser a espécie elétron-aceptor da reacdo de
oxidacéo da glicose.
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Sabe-se que dopamina, &cido ascorbico e acido Urico sdo compostos de grande
interesse biomédico por executarem fungdes essenciais no metabolismo dos mamiferos.
No entanto, quando presentes em amostras biolégicas podem interferir nos ensaios que
utilizam reacdes de oxidorreducdo'®®*®’. A reacdo da GOx com a glicose envolve
processos redox e, por isso, 0 eletrodo foi testado para os interferentes citados,
considerando o sistema com maior sensibilidade, ou seja, aquele em atmosfera saturada
de oxigénio. A Figura 50 mostra o efeito dessas possiveis espécies interferentes na

deteccdo da glicose.

-9
Glicose
DOP L l
-10 AA l
« Glicose l
= 11 l
-12_

20 40 60 80 100 120 140
t/s

Figura 50. Cronoamperograma do eletrodo SG3/AP/GA/GOXx para adi¢do de 0,5 mM de glicose; 0,5
mM AA; 0,5 mM DOP; 0,5 mM AU e 0,5 mM de glicose, em atmosfera saturada de O, STF (
pH=7,0). Potencial aplicado= -0,366V.

Nota-se na Figura 50, que além do material ter respondido para as espécies
eletroativas que coexistem com a glicose no sangue, apés a adicdo dos mesmos, houve
um decréscimo na resposta do biossensor para o analito de interesse, a glicose. A Figura
51 mostra a resposta do eletrodo SG3/AP/GA/GOx frente adicbes dos mesmos

interferentes porém, em atmosfera inerte.
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Figura 51. Cronoamperograma do eletrodo SG3/AP/GA/GOx com adi¢Bes consecutivas de
0,5 mmol L™ de glicose; 0,5 mmol L™ &cido ascorbico; 0,5 mmol L™ dopamina; 0,5 mmol L™ &cido
arico e 0,5 mmol L™ de glicose em atmosfera inerte STF ( pH=7,0). Potencial aplicado= - 0,366V.

Em atmosfera inerte observa-se que as adi¢cdes de &cido ascérbico, acido Urico e
dopamina, ndo causaram qualquer interferéncia significativa na resposta de corrente da
glicose. Assim, pode-se afirmar que em atmosfera inerte, 0 sensor torna-se mais
seletivo.

A reprodutibilidade na preparacdo do eletrodo foi avaliada por voltametria
ciclica em STF pH 7,0 e sob atmosfera inerte utilizando seis diferentes eletrodos
preparados a partir do material SG3/AP/GA/GOx. O desvio padrédo relativo entre os
eletrodos foi calculado como sendo de 22%. Esse desvio se deve a dificuldade de

reproduzir a area superficial do eletrodo™®®

, considerando 0 método de preparacdo e o
polimento. No entanto, para um mesmo eletrodo do material SG3/AP/GA/GOx polido
repetidamente, as intensidades de corrente avaliadas por voltametria ciclica, apds cada

polimento, estdo mostradas na Figura 52.
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Figura 52. Intensidade relativa das correntes de pico anddico e catddico do eletrodo
SG3/AP/GA/GOx em atmosfera inerte STF ( pH=7,0). Potencial aplicado= -0,366V.

O eletrodo apresentou um desvio padrdo relativo de 6% apds ser polido por 5
vezes. Esse resultado mostra que o eletrodo carbono cerdmico com a enzima
imobilizada € uma alternativa interessante no campo de desenvolvimento de
biossensores, pois além de dispensar o uso de eletrodos comerciais é passivel de

reutilizagéo.
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6. CONCLUSOES

Esta tese de doutorado foi organizada de forma a apresentar os resultados
obtidos no desenvolvimento de dois diferentes materiais hibridos denominados
Db/Silica e SG/AP/GA/GOX. Esses materiais foram utilizados como modificadores de
eletrodos e testados como dispositivos eletroquimicos na detecgdo do pesticida metil
paration e de glicose, respectivamente.

O silsesquioxano  i6nico contendo o grupo cloreto de 1,4-
diazoniabiciclo[2.2.2]octano foi imobilizado, na forma de um filme, na superficie de um
xerogel de silica (Db/Silica). A imobilizacdo foi confirmada pela espectroscopia no
infravermelho e analise elementar. O filme de silsesquioxano apresentou boa aderéncia
a superficie da silica além de ser estavel termicamente até 130 °C. A modificacdo da
silica com o filme de silsesquioxano ndo produziu mudangas nas suas caracteristicas
texturais, indicando que o filme esta altamente disperso na sua superficie. O material
Db/Silica foi aplicado no desenvolvimento de um eletrodo de pasta de carbono para
determinacdo do metil paration usando voltametria ciclica e voltametria de pulso
diferencial com resposta linear para o metil paration na faixa de concentracdo entre 1,25
x 107 e 2,56 x 10° mol L™, em pH 6,0. O limite de deteccdo e a sensibilidade do
eletrodo de pasta de carbono contendo Db/Silica foram estimados em 0,013 umol L™ e
6,3 PA pmol L™. Os resultados indicam que esse sistema é promissor para ser aplicado
no desenvolvimento de um sensor eletroquimico para metil paration.

Com o controle e o planejamento da sintese foi possivel obter as matrizes
carbono ceramico denominadas SG1, SG2 e SG3 com distribuicdo estreita de tamanho
de poros com maximos em 7, 14 e 21 nm e érea especifica de 273, 158 e 73 m* g*
respectivamente. Os dados obtidos por analise termogravimétrica e pelo método
espectrofotométrico de Bradford indicam que o tamanho de poros é um fator importante
para a imobilizacdo da enzima. A matriz SG3 foi a que apresentou maior quantidade de
enzima imobilizada quando comparada as matrizes SG2 e SG1.

A érea especifica e o volume de poros das matrizes diminuem drasticamente
apos a prensagem. No entanto, os materiais SG/AP/GA/GOx ainda apresentam
apreciavel area especifica e tamanho de poros, que sdo caracteristicas importantes para

permitir a difusdo de analitos, nesse caso, a glicose.
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Os eletrodos carbono cerdmico SG1/AP/GA/GOx, SG2/AP/GA/GOx e
SG3/AP/GA/GOx foram testados por voltametria ciclica e o eletrodo SG3/AP/GA/GOx
foi aquele que apresentou maior intensidade de corrente referente a enzima GOX,
confirmando que a matriz SG3 é aquela que, de fato, possibilita a imobilizacdo de maior
quantidade de enzima GOX.

A atividade eletrocatalitica do eletrodo SG3/AP/GA/GOx foi avaliada por
cronoamperometria em atmosfera de gas argdnio e em atmosfera saturada de O,. A
resposta linear foi na faixa de concentracéo entre 0,39 e 5,36 mmol L™, em atmosfera de
gas argobnio. A sensibilidade e o limite de detec¢cdo do eletrodo nesta atmosfera foram
estimados em 0,33 pA mM™ cm?e 0,93 mM respectivamente, Ky 1,27 mmol L™ € imax
0,59 HA. Além disso, o eletrodo SG3/AP/GA/GOx ndo apresentou resposta aos
interferentes acido ascorbico, &cido oxalico e dopamina. No entanto, ao ter sua atividade
eletrocatalitica avaliada em atmosfera saturada de O, o eletrodo SG3/AP/GA/GOXx
apresentou resposta linear na faixa de concentracdo entre 0,2 e 2,47 mmol L™ A
sensibilidade e o limite de deteccdo foram estimados em 4,44 pA mM™ cm? e
0,26 mmol L™ respectivamente, Ky 0,52 mmol L™ € imax 3,12 HA. Embora a atividade
catalitica do eletrodo tenha sido otimizada, nessa condicdo, os interferentes testados
mostram resposta de corrente.

Esses resultados apontam que as matrizes carbono ceramicos constituem-se de
um ambiente favoravel para a imobilizacdo da enzima GOXx e de sua atividade catalitica
tornando o sistema promissor para ser utilizado no desenvolvimento de um biossensor

eletroquimico para glicose.
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