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RESUMO

O 4cido urico ¢ uma substancia endoégena produzida a partir do metabolismo das
purinas. A concentragdo de 4cido urico sérico no organismo humano considerado normal
é entre 0,24 - 0,52 mmol.L™". Altos niveis de 4cido arico no organismo levam a um quadro
conhecido como hiperuricemia. Portanto, o monitoramento de acido trico no organismo
¢ de grande importancia. Neste trabalho apresentamos biossensores amperométricos
baseados na associagdo da enzima UOx com nanoparticulas de platina para detec¢do de
acido urico. A técnica utilizada para a fabricagdo dos filmes que compdem o biossensor
foi a Layer-by-Layer (LbL). Duas técnicas foram utilizadas para a sintese de
nanoparticulas para a construcao de duas arquiteturas diferentes na construgao dos filmes.
Na primeira arquitetura, as nanoparticulas foram depositadas in sifu sobre um colchao de
polieletrdlitos — polietilenoimina (PEI) e polivinil sulfato de s6dio (PVS) — pela redugao
do 4cido hexacloroplatinico hexaidratado com boroidreto de sédio. As bicamadas
compostas por (PEI/UOx), foram depositadas sobre colchao contendo nanoparticulas de
platina depositadas in sifu. Na segunda arquitetura, as nanoparticulas foram sintetizadas
misturando-se solu¢do de PEI com solucdo de acido hexacloroplatinico e solugdo de
borohidreto de sodio. Esta solucdo foi depositada alternando-se com solugao enzimatica.
As andlises amperométricas foram realizadas em potencial +0,347 V, com adi¢des
sucessivas de 4cido Grico de concentracio 2 mmol.L"' em uma célula eletroquimica
contendo tampao fosfato salino (PBS) pH 7,4. Para a primeira arquitetura, o limite de
detecgdo encontrado pelo método amperométrico foi de 5,17 pmol.L™' com a faixa linear
de detecgio compreendido no intervalo entre 3,92 - 11,3 pmol.L™". Para a segunda
arquitetura, o limite de deteccdo encontrado pelo método amperométrico foi de 4,68
umol.L™' com a faixa linear de detec¢do compreendido no intervalo entre 14,18 — 55,56
pumol.L™, ¢ para o método DPV os valores de LD e faixa linear de detec¢do encontrados
foram 0,11 pmol.L-1 e 1,8x108 4+ 0,2x108 particulas/mL, respectivamente. Os
biossensores apresentaram limites de detec¢do proximos aos valores encontrados na

literatura, mostrando-se eficientes para detec¢do de acido trico.

Palavras chave: Biossensor, técnica Layer-by-Layer, uricase, acido Urico,
nanoparticulas de platina.
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ABSTRACT

Uric acid is an endogenous substance produced from the metabolism of purines. The
concentration of serum uric acid in the human body considered normal is between 0.24 -
0.52 mmol.L™". High levels of uric acid in the body lead to a condition known as
hyperuricemia. Therefore, the monitoring of uric acid in the body is of great importance.
In this work we present amperometric biosensors based on the association of the enzyme
UOx with platinum nanoparticles to detect uric acid. The technique used to assemble the
films that compose the biosensor was the Layer-by-Layer (LbL). Two techniques were
used for the synthesis of nanoparticles for the construction of two different film
architectures. In the first architecture, the nanoparticles were deposited in situ on a
polyethyleneimine (PEI) and sodium polyvinyl sulfate (PVS) film - by reducing
hexachloroplatinic acid hexahydrate with sodium borohydride. The bilayers composed of
(PEI/UOx)n were deposited on a film containing platinum nanoparticles deposited in situ.
In the second architecture, the nanoparticles were synthesized by mixing PEI solution
with hexachloroplatinic acid solution and sodium borohydride solution. This solution was
deposited alternating with enzymatic solution. The amperometric analyses were
performed at +0.347 V potential, with successive additions of 2 mmol.L™" of uric acid in
an electrochemical cell containing phosphate buffered saline (PBS) pH 7.4. For the first
architecture, the limit of detection found by the amperometric method was 5.17 pmol.L™!
with the linear detection range comprised in the range between 3.92 - 11.3 pmol.L™. For
the second architecture, the limit of detection found by the amperometric method was
4.68 ymol.L™" with a linear detection range between 14.18 - 55.56 umol.L™" . For the same
architecture an using the differential pulse voltammetry method the values of limit of
detection and linear detection range were 0.11 pmol.L™" and particles / mL, respectively.
The biosensors presented limits of detection close to the values found in the literature for

other biosensor proving to be efficient for the detection of uric acid.

Key words: Biosensor, Layer-by-Layer technique, uricase, uric acid, platinum
nanoparticles
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1. INTRODUCAO

Estudos populacionais mostram que altos niveis de urato sérico estao relacionados
com o risco em desenvolver gota, um tipo de artrite inflamatoria que est4 associada com
a hiperuricemia.' Os seres humanos sdo os Unicos mamiferos que desenvolvem gota
espontaneamente. O dcido urico (AU) ¢ gerado a partir do metabolismo da purina e, na
maioria dos peixes, anfibios e mamiferos ndo primatas, o AU é metabolizado pela enzima
uricase (UOx) produzindo um composto mais solivel, a alantoina. Em seres humanos,
devido a auséncia de UOx, combinada com a reabsorcao de urato através da alimentacao,
os niveis de urato no plasma sao cerca de 10 vezes mais elevados que na maior parte dos
outros mamiferos. Isto explica o fato da hiperuricemia ser desenvolvida apenas em

1
humanos.

O papel desempenhado pelo AU no organismo humano ¢ incerto. Acredita-se que
os uratos sirvam como antioxidante, eliminando oxigénio singleto (molécula de oxigénio
eletronicamente excitada) e radicais livres. Porém, a hiperuricemia pode ser danosa a
saude dos seres humanos, comprovadamente responsavel pela gota e doengas renais, além
de ser considerado um indicador de diabetes, hipertensdo, doencas cardiovasculares e
leucemia. '*** Por outro lado, pacientes com a doenga de Wilson e sindrome de Fanconi
apresentam, normalmente, baixos niveis de AU.* De um modo geral sdo considerados
niveis normais de AU em soro sanguineo concentragdes entre 0,24-0,52 mmol.L" ¢ na

urina 1,4 a 4,4 mmol.L™".*

Por estar relacionado a diversas doengas, a quantificacdo e o monitoramento dos
niveis de AU sérico ¢ de grande importancia. Atualmente, o AU pode ser quantificado
em laboratorio por (a) método fotométrico baseado na reducdo do AU pelo acido

fosfotiingstico em pH alcalino, gerando uma coloragao azulada; (b) cromatografia liquida



de alta eficiéncia (HPLC) em coluna longa de fase reversa com detec¢do por absorbancia
UV ou espectro de massa; (c) métodos baseados na utilizagdo de UOx. Neste ultimo caso,
o AU pode ser quantificado diretamente por espectroscopia no UV-vis (absorbancia
caracteristica em 290 nm) ou de forma indireta, que quantifica o peréxido de hidrogénio
formado pela catalise através da UOx. O peroxido de hidrogénio pode ser quantificado

eletroquimicamente com a imobilizagio de UOx em um eletrodo.>®

Nos ultimos anos, tem emergido como alternativa analitica dispositivos
conhecidos como biossensores, que utilizam reagdes bioquimicas para detectar analitos
especificos.” Um biossensor consiste essencialmente de um biocatalisador ¢ um
transdutor. Biossensores apresentam varias vantagens, como alta seletividade e
especificidade, juntamente com a instrumentacdo de baixo custo. O uso de biossensores

revolucionou o conceito de auto teste pelos pacientes, especialmente diabetes.’

Este trabalho tem como objetivo desenvolver um biossensor amperométrico para
detec¢do de AU baseado em enzima UOx depositada sobre eletrodo de ITO modificado
com nanoparticulas de Pt. O biossensor sera construido pela técnica Layer-by-Layer
(LbL). A eficiéncia do biossensor construido sera comparada com outros trabalhos

citados na literatura.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Sensores e biossensores: conceitos gerais

Sensores sdo dispositivos capazes de reconhecer e transformar estimulos fisicos
ou quimicos em um sinal mensuravel.® Sensores fisicos sio utilizados para medir
quantidades fisicas como for¢a, pressdo, temperatura, velocidade. Sensores quimicos sdo
dispositivos que convertem uma informag¢ao quimica, como concentragdo de uma ou mais
espécies quimicas, em uma quantidade fisica mensuravel, como corrente elétrica. Este
processo € chamado de transdugdo de sinal, ou seja, uma transferéncia ou traducao de

sinais. Um dispositivo que realiza este processo é chamado transdutor.’

Um sensor quimico ¢ composto de um material ou elemento de reconhecimento.
A escolha deste material ou elemento depende do analito de interesse, uma vez que o
analito ird interagir de forma mais ou menos seletiva com o receptor de reconhecimento,
que pode ser uma molécula, por exemplo, capaz de interagir com o analito. Um sensor
analitico que nao possua esta funcdo de reconhecimento ndo deve ser considerado um

sensor quimico, mas um transdutor de concentragio.’

Uma importante caracteristica de um sensor ¢ a seletividade, propriedade que
indica o quanto um sensor pode determinar um analito particular sem interferéncia de
outros componentes da amostra. Para se determinar a seletividade de um sensor, ¢
necessario realizar a calibragdo do mesmo incluindo um ou mais componentes que
expressam a interferéncia de compostos contaminantes que acompanham a amostra a ser
analisada. O sensor apresentard uma seletividade satisfatéria se o efeito dos
contaminantes estiver abaixo do nivel de erro aceitavel. Caso contrario, o sensor fornecera

um resultado incorreto.’



De forma geral, os sensores determinam concentragdes acima de um nivel
especificado. O nivel mais baixo de concentragdo em que um sensor ainda fornece
resultados confidveis ¢ chamado limite de deteccdo (LOD, do inglés limit of detection).
O limite de deteccdo representa a mais baixa concentracdo ou quantidade de uma
substancia que pode ser distinguida da auséncia desta substancia (valor em branco) de um

limite de confianca.’

Quando o elemento de reconhecimento de um sensor ¢ um componente bioldgico,
como uma enzima, tem-se um biossensor. A Figura 1 apresenta os diferentes
componentes de um biossensor. A concepcao moderna de biossensores deve-se muito as
ideias de Leland C. Clark Jr e colaboradores no inicio da década de 1960°. Eles
introduziram biossensores de primeira geragdo de glucose oxidase, mostrando que
enzimas poderiam ser imobilizadas em detectores eletroquimicos para formarem

“eletrodos enzimaticos”. '°
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Figura 1 - Configuracio tipica de um biossensor. Adaptado de Doelle et. at., 2009 n

H4 muitas possibilidades de combinacdes e configuracdes de componentes
bioldgicos e transdutores. Dentre os componentes bioldgicos que podem ser utilizados
encontram-se, principalmente: organismos, tecidos, células, organelas, membranas,
enzimas, receptores, antibioticos e acidos nucléicos. Como transdutores podem ser
utilizados transdutores potenciométricos, amperométricos, condutimétricos, oOticos,
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calorimétricos,  acusticos, mecanicos  etc. Transdutores  amperométricos

potenciométricos sdo subcategorias dos transdutores eletroquimicos.

Para os sensores amperométricos, a resposta elétrica ¢ uma fungdo linear da
concentragdo do composto de interesse.'’ Em biossensores amperométricos, enquanto a
enzima catalisa a producdo de espécies eletroativas, uma voltagem ¢ aplicada ao eletrodo
induzindo a reacdo redox das espécies eletroativas, gerando um sinal.'> Nos sensores

. o ~ r ~ ’ . ~ 10
potenciométricos, a resposta (tensdo) € uma fungdo logaritmica da concentragdo. = Neste
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caso, uma varia¢do do potencial sera utilizada como resposta mensuravel do transdutor.
Os eletrodos comerciais disponiveis atualmente sdo basicamente os que detectam cations,

anions e gases, e eletrodos de Pt que medem corrente em reagdes redox.'’
2.1.1. Biossensores eletroquimicos enzimaticos

Os biossensores eletroquimicos enzimaticos sdo formados, basicamente, por um
eletrodo e uma enzima. A escolha do eletrodo baseia-se na condutividade e dureza do
material. Os materiais comumente utilizados para a fabricagdo de eletrodos sdo ouro,
platina e carbono. Os dois primeiros sao normalmente encontrados na forma de folha ou
haste. O carbono é encontrado e/ou fabricado em diversas formas como haste, folha,
pasta, carbono metalizado, carbono vitreo, fibra de carbono, pelicula de nanotubos. A
enzima ¢ selecionada de acordo com o analito de interesse. Uma possibilidade é o uso de
materiais poliméricos, tais como Nafion, quitosana, polipirrol, polianilina, polifenol,
politiofeno, poli-1,3-fenilenodiamina, piridina de polivinilo entre outros. Estes materiais
apresentam interacdoes que permitem a adsor¢do ou encapsulacdo de enzimas sobre
eletrodos. As enzimas sdao adsorvidas por diferentes mecanismos, como adsorcao
reticular, interagdes eletrostaticas, ligagdo  covalente, aprisionamento e
encapsulamento.*'* Biossensores amperométricos funcionam produzindo corrente
elétrica quando um potencial ¢ aplicado entre dois eletrodos. Nestes dispositivos,
enquanto a enzima catalisa a produgdo de espécies eletroativas, uma voltagem ¢ aplicada
ao eletrodo induzindo a reagdo redox das espécies eletroativas, gerando um sinal.'? Nos
sensores potenciométricos, a resposta (tensdo) ¢ uma fun¢do logaritmica da
concentragdo.'’ Neste caso, uma variagio do potencial sera utilizada como resposta

, 12
mensuravel do transdutor.



Os biossensores enzimaticos podem ser divididos em trés geragdes, de acordo com

0s processos envolvidos na transdugdo.

0z
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] ‘ produto
Lo}
(E)

eletrodo Mox - subatrato
e MIEGD Cprﬂ-dut-n
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Figura 2 - Funcionamento basico de diferentes biossensores. (A) biossensores de primeira geracio; (B)
biossensores de segunda geragio; (C) biossensores de terceira geracdo. Adaptado de Putzbach & Ronkainen,
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Biossensores de primeira geragdo sdo caracterizados pela presenca de dois
componentes, o transdutor e o biocatalizador, de modo que ambos podem permanecer
funcional na auséncia do outro.'”” Em um biossensor de primeira geragio, a detecgio é
feita de forma direta, seja pelo aumento de um produto gerado pela reacdo enzimética ou
pela diminui¢do de um substrato da enzima. Pode ser também monitorada a reacdo
enzimatica redox de uma enzima. Para todos os casos, ¢ necessario que o composto
monitorado seja eletroquimicamente ativo.'” Na primeira geragdo de biossensores de
glicose, a glicose oxidase (GOx) imobilizada oxidaria B-D-glucose para B-D-
gluconolactona, com a reducgdo simultanea de FAD para FADH, Em seguida, FADH, se

regeneraria para FAD, usando O, dissolvido para produzir peréxido de hidrogénio (H,0O,)



que, em um dado potencial aplicado induziria a oxidacdo de peroxido na interface do
eletrodo, produzindo um sinal elétrico.'* Neste caso tipico, o aumento da concentrago
de perdxido de hidrogénio ou a diminuicdo da concentracdo de oxigénio podem ser
detectado eletroquimicamente a fim de monitorar a concentragao de glicose. As principais
desvantagens de biossensores de primeira geracdo sao a baixa reprodutibilidade e o fato
dos elevados potenciais de trabalho tornarem propenso a interferéncia de outros

ros Foas . 1
compostos presentes na amostra, como 4cido ascorbico ou dopamina. '

A segunda geracdo de biossensores (Fig. 2B) utiliza um mediador de elétrons,
como ferroceno e quinonas.” Kulys e Svirmickas, Cass et al. foram os primeiros a
mostrarem que um mediador redox artificial, o ferroceno, poderia ser empregado para um
biossensor de glicose amperométrico. Algumas propriedades importantes inerentes a
mediadores redox sdo: (a) estabilidade de suas formas oxidada e reduzida; (b) livre de
ocorrer reagdes secunddrias; (c¢) o potencial redox deve ser compativel com a reagdo
enzimatica. A principal desvantagem no uso de mediadores de elétrons estd no fato de
que este deve estar disponivel para o sitio ativo da enzima e na superficie do eletrodo para
gerar um sinal de corrente detectavel. Além disso, o mediador deve ser estavel a longo

prazo."!

A terceira geracdo de biossensores (Fig. 2C) € caracterizada pela transferéncia
direta de elétrons entre o sitio ativo da enzima e o transdutor, sem a necessidade de um
mediador. Esta ¢ sua principal vantagem em relacdo as geragdes anteriores,
proporcionando-lhes seletividade superior, uma vez que eles devem operar em uma janela
de potencial elétrico mais proéximo do potencial redox da enzima. Consequentemente,
estes biossensores sao menos suscetiveis a reagdes de interferentes. No entanto, a falta de
comunicagdo elétrica direta entre a enzima redox e o eletrodo tem sido um ponto chave

que limita o desenvolvimento de biossensores de terceira geragdo.>'°



2.1.2. Sensores enzimaticos para acido urico.

Sensores para AU tem sido desenvolvido desde os anos 1970, com a imobilizagao
de UOx em eletrodos de platina (Pt), ouro (Au) e carbono (C). H4 relatos de sensores
enzimaticos € ndo enzimaticos para detec¢do de AU, baseado em nanoparticulas
metalicas, nanofios, nanotubos de carbono, e¢ varias matrizes para imobilizagdo de
enzimas, como polianilina, membranas de celulose, quitosana e uso de polieletrdlitos. Os
eletrodos utilziados na construcdo de biossensores podem ser modificados para melhorar

suas propriedades elétricas e tornar o biossensor mais seletivo e especifico.

Moraes et al. exploraram a técnica LbL para imobilizar uricase em eletrodo de
oxido de indio dopado com estanho (ITO) modificado com Azul da Prassia (PB), para
detectar acido urico. A resposta para estes biossensores foi obtida a partir da oxidacdo do
H,0,. O uso de PB ¢ vantajoso pois seu potencial de trabalho ¢ baixo (0,0 V vs Ag/AgCl),
permitindo a eliminacdo e/ou reducdo de efeitos interferentes de espécies bioldgicas
eletroativas, como acido ascorbico. Além disso, outra vantagem apresentada no trabalho
foi a imobilizagdo de biomoléculas pela técnica LbL, que mostra-se eficiente para

minimizar a desnaturagio proteica.'’

Rawal et al. construiram um biossensor de AU imobilizando UOx em uma rede
de quitosana reticulada por meio de glutaraldeido sobre eletrodo modificado com
nanoparticulas de PB adsorvido sobre multicamadas de nanotubos de carbono
carboxilado e camada de polianilina eletroquimicamente depositada sobre superficie de
eletrodo de Au. O biossensor apresentou baixo tempo de resposta (4 s), limite de detec¢do
(5 pmol.L™"), capacidade de reutilizagdo em mais de 400 vezes e estabilidade de sete

Il’lCSGS‘18



Piermarini et al. demonstraram um biossensor enzimatico utilizando UOx com
base em um eletrodo serigrafado modificado com PB. A técnica permitiu obter um
biossensor descartavel, que pode ser utilizado em ensaios clinicos para deteccdo de AU.
Como relatado, os resultados sdo obtidos em menos de 2 min e um mesmo dispositivo
pode ser utilizado para analise de ao menos 50 amostras de soro sanguineo, sem a perda

.. . , . 19
de atividade, tornando-se uma boa alternativa para métodos de rotina.

Thakur e Sawant desenvolveram um biossensor para AU baseado em
polianilina/PB depositado eletroquimicamente em eletrodo de platina. O biossensor
apresentou varias vantagens como a deteccdo de AU em potencial baixo (0 V vs
Ag/AgCl), devido a atividade eletrocatalitica do PB, resultando em uma seletividade
melhorada. Além disso, o biossensor apresentou uma resposta linear na faixa de
concentragdo fisioldgica de AU e mostrou boa estabilidade por um periodo de sete dias,

mostrando potencial tecnologico.*
2.2. Filmes automontados

2.2.1. Layer-by-Layer

Layer-by-Layer (LbL) ¢ uma técnica de deposicao utilizada para criar filmes de
diversos materiais em nanoescala baseada, na maioria dos casos, na interacao eletrostatica
de moléculas e compostos. Devido sua simplicidade, varios materiais e diferentes
componentes podem ser utilizados. Os materiais podem ser moléculas organicas ou
compostos inorganicos, macromoléculas, como proteinas € DNA. Filmes depositados em
diferentes superficies apresentam propriedades idénticas, tornando muito vantajosa a

técnica de automontagem por LbL.*'?

A técnica LbL comegou a ser explorada no final dos anos 80 e inicio dos anos 90

por Decher como uma alternativa a técnica Langmuir-Blogett (LB). Inicialmente,
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moléculas anfifilicas simples eram utilizadas, porém, rapidamente a técnica fora
estendida para polieletrolitos simples e macromoléculas funcionais, proteinas e DNA. As
nanoparticulas bioldgicas e inorgdnicas passaram a ser incorporadas em 1994. A
utilizagdo de multicamadas de diversos materiais possibilita preparar filmes em

. N . ’ 1
superficies téxteis, papel e até mesmo em frutas.>'”

Para se preparar um filme pela técnica LbL precisa-se apenas de uma interacao
entre dois compostos a fim de incorpora-las em uma pelicula com multiplas camadas. As
interagdes podem ser do tipo ligacdo de hidrogénio, ligacdes covalentes, interagdes
doador/receptor, adsor¢ao/secagem, e interagdes eletrostaticas. Os filmes por interagdes
eletrostaticas sdo produzidos, normalmente, pela imersdo alternada de um substrato em
uma solu¢do contendo um material polieletrélito positivo (polication) e negativo
(polianion), como mostrado na Fig 3. As condi¢des de deposi¢ao dependem de cada tipo
de material que ¢ utilizado, porém, existem alguns principios norteadores para a
deposicdo de multicamadas. Resultados mais reprodutiveis sdo conseguidos quando o
tempo de adsor¢do € mais longo. Se o filme € preparado imergindo o substrato em mais
de uma solugdo, ¢ importante realizar antes de cada etapa um processo de lavagem para

. L 15
evitar contaminacao cruzada.
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Figura 3 - Construcio de filme nanoestruturado pela técnica LbL. Adaptado de Decher & Schilenoff, 2012 15

2.2.2. Polieletrolitos

Polieletrolitos sdo polimeros empregados para imobilizar moléculas em
superficies solidas. Estes polimeros possuem grupos ionizdveis como carboxilato,
sulfonato e amdnio. Em solventes polares, como a agua, estes grupos podem dissociar,
gerando cargas na cadeia polimérica e liberando ions em solucdo. Polieletrolitos podem
ser macromoléculas bioldgicas, como proteinas e polissacarideos, € macromoléculas ndo

C 2021
bioldgicas.”™

Os polieletrélitos podem ser classificados como anidnicos e catidnicos. Pela
defini¢do da IUPAC, polimeros anidnicos sio macromoléculas com carga negativa e uma
quantidade equivalente de cargas positivas. Por outro lado, polimeros cationicos sdo
macromoléculas carregadas positivamente e um equivalente de cargas negativas.”> Sdo
exemplos de polimeros catidénicos o polietilenoimina (PEI), poli (L-lisina) (PLL),
poliamidaimina (PAA) entre outros.”> Sdo exemplos de polidnions o polivinilsulfonato

de sodio (PVS), poli estireno sulfonato de sédio (PSS) e acido poli-metacrilato (PMAA).
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A inversdo de carga desempenha um papel central na técnica de deposi¢cdo LbL.
O desenvolvimento das camadas ¢ conseguido alternando a deposi¢do de polianions e

polications da solugio aquosa.****

Polietilenoimina

PEI ¢ um polimero sintético catidnico (polication) que contem aminas primarias,
secundarias e terciarias na propor¢ao 1:2:1. O PEI tem sido utilizado em técnicas de
adsorcdo eletrostatica, secagem por pulverizagdo e filmes automontados por LbL,
oferecendo estabilidade estrutural a longo prazo. A forma estrutural desse polieletrdlito

mostrada na Fig. 8.2

Figura 4 - Estrutura quimica de uma unidade repetitiva de PEIL

2.3. Enzima Uricase

O urato oxidase (UOx), ou uricase (E.C.1.7.3.3), ¢ uma enzima encontrado na
maioria dos vertebrados, com exce¢do dos humanos, alguns primatas (primatas
hominideos, como chimpanzé, gorila e orangotango), passaros ¢ algumas espécies de
répteis. Nos mamiferos é encontrado associado aos peroxissomos de células hepaticas.”®

A uricase catalisa a oxidag@o do 4cido trico para alantoina, ocupando uma posicao central

na cadeia de enzimas responsaveis pelo metabolismo das purinas. A auséncia da enzima
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uricase nos humanos e primatas hominideos resulta na excre¢do de acido urico do

. . 2
metabolismo das purinas.”’

Side view

(A)

Side view

(B)
Figura 5 - Estrutura tridimensional da uox.?®

A auséncia da UOx em humanos e em certos primatas ¢ biologicamente
desconhecido. Alguns estudos apontam ser devido a uma mutagdo genética que ndo ¢
exatamente compreendida. A presenca da enzima em outras espécies de primatas, como
nos babuinos e macacos Rhesus indicam que a mutag¢do seja um evento evolucionario
recente.”” De um certo ponto de vista, a perda desta enzima trouxe um efeito benéfico
distinto. O AU, presente no organismo humano, ¢ um poderoso antioxidante. Logo, um
nivel elevado de AU no soro devido a auséncia da UOx pode ter contribuido para uma
diminui¢do da taxa de cancer e uma extensao da vida do hominideo. Por outro lado, esta
perda ¢ vista como um acidente infortinio, pois o excesso de AU ¢ responsavel pela artrite

gotosa e suas complica¢des.”
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2.4. Acido trico

O é4cido trico (2,6,8-trioxipurina - CsH4sN4O;), cuja estrutura quimica estd
apresentada na Figura 6, ¢ um composto organico produzido por animais, sendo o
principal produto de excregdo de aves e répteis. Em seres humanos ¢ produto final do
metabolismo da purina. O AU ndo ¢ metabolizado pelo organismo humano devido a
auséncia da enzima uricase, que catalisa a oxidagdo do AU para alantoina, produto final
mais solivel. Desta forma, os niveis de AU em humanos ¢ maior que em outros
mamiferos. O AU ¢ formado no figado, sendo dois ter¢os eliminados pelos rins e um terco
eliminado pelo trato intestinal, cabelo, pele e unha. Porém, apenas 8 a 12% do AU ¢

9
excretado.??
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Figura 6 - Estrutura quimica do 4cido urico.

Por se tratar de um 4cido fraco com uma constante de dissociagdo alta (pKa =
5,5)”, o AU circula no plasma sanguineo predominantemente na forma de urato
monossodico. Os niveis normais no organismo humano, baseado na solubilidade do urato
monossodico, sdo inferiores a 7 mg. dL™' para homens e a 6 mg.dL™ em mulheres. Niveis
superiores a estes caracterizam hiperuricemia. O consumo de alcool e alimentos ricos em

purina, como carnes, leguminosas e cerais, o baixo consumo de agua e pouca pratica de
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exercicios fisicos sdo fatores responsaveis por doencas renais, cardiovasculares e
hipertensao. A hiperuricemia, descoberta no inicio do século 19, é causadora da gota, uma
das formas mais comuns de doengas reumaticas. Homens tem maior risco de desenvolver
hiperuricemia que as mulheres em vérias faixas etarias, sendo mais comum e igualitario
em idades avangadas. Estudos demonstram que pacientes com gota possuem maior
tendéncia a hipertensdo, doencas cardiovasculares e problemas renais quando comparado

N 2,29.30,31,32
com a populagdo geral >¥2%313%

Por estar relacionado a varias doengas, a determinagdo de AU no sangue ¢
rotineira nos laboratorios clinicos. Atualmente, o nivel de AU ¢ determinado por métodos
enzimaticos em laboratorios de patologia. A determinagao pode ser feita de forma direta
ou indireta. O AU tem forte absorbancia em 293 nm, possibilitando sua quantificagdo de
forma direta por espectroscopia UV-vis. No entanto, as desvantagens deste método sdo a
interferéncia por xantina, baixa precisio e baixa eficiéncia.’ No método indireto
quantifica-se a quantidade de perdxido de hidrogénio formado pela reacdo de catélise da

uricase:
acido Urico alantoina

O H;0, pode ser quantificado por espectrometria medindo a variagdo de
absorbancia de cromogénio sobre a agdo de enzimas auxiliares de H,O, e co-substratos,
ou por método eletroquimico que quantifica o H,O, baseado na resposta eletroquimica da

UOx imobilizada em eletrodo.’
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2.5. Nanoparticulas

O prefixo “nano” significa a bilionésima parte de algo. Portanto, um nanémetro
representa a bilionésima parte de um metro. A nanociéncia e a nanotecnologia
concentram seus esfor¢os para compreender, manipular e desenvolver particulas e
materiais em dimensdes manométricas, normalmente na ordem de 1 nm a 100 nm. Estes
materiais sdo normalmente moléculas ou aglomerados atdmicos. Materiais nesta escala
de tamanho s3o denominados nanoparticulas. As nanoparticulas demonstram
propriedades que sdo completamente diferentes daqueles produtos com a mesma
composi¢dao, mas em dimensdes maiores. Na dimensao “nano”, o comportamento das
particulas é determinado pelos efeitos quanticos. Nanotubos de carbono, fulerenos,
pontos quanticos, nanoparticulas metalicas, como ouro, platina, prata, sdo exemplo de
nanoparticulas. Nanoparticulas tém sido investigada para usos em diversos setores, como
biomedicina, agricultura, indlstria metalurgica, téxteis, cosméticos, energia,

catalisadores, produtos eletrénicos entre outros.™

As nanoparticulas podem ser sintetizadas por diferentes abordagens. Em uma
primeira abordagem, pode-se obter nanoparticulas a partir da constru¢do de atomos por
atomos ou moléculas por moléculas. Esta construgdo ¢ chamada de bottom-up. Materiais
podem ser produzidos desta forma por sintese quimica, que permite a produgdo de
nanoparticulas em grande quantidade. As principais técnicas de obtengdo de
nanoparticulas pela abordagem bottom-up o (a) processo de condensagdo em fase gasosa,
que inclui piro6lise, evaporacdo por alta temperatura e sintese em um plasma, envolvendo
fendomeno de nucleacdo e evaporacgdo; (b) sintese por evaporacdo e deposi¢cdo a vapor; (c)

formagao de coloides por reacdes quimicas em fase liquida ou solventes coloidais,
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envolvendo fendmeno de precipitagdo controlada. Nanoparticulas também podem ser
obtidas a partir de uma grande estrutura e gradualmente ser reduzida até atingir dimensdes
manométricas. Esta abordagem ¢ chamada top-down. A principal técnica de obtengao por

esta abordagem & o processo de atrito mecanico.”

O uso de biomoléculas com nanomateriais oferecem diversas possibilidades em
biossensoriamento, resultando em materiais hibridos. Nanoparticulas de ouro pode ser
usada para imobilizar enzimas ou outros elementos barorreceptores em eletrodos ou
outros suportes. Contato elétrico entre uma enzima redox e um eletrodo também pode ser

conseguida com nanoparticulas. '

Neste trabalho, nanoparticulas de Pt foram utilizadas para melhorar o contato

elétrico entre a enzima UOx e o eletrodo de ITO.
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3. TECNICAS DE CARACTERIZACAO

3.1. Espectroscopia UV-vis

A luz visivel compreende comprimentos de onda entre 400-700 nm (Fig. 7).
Quando a luz ¢ absorvida por um material, elétrons de valéncia sdo promovidos de seus

. . . . . 4
estados normais (fundamentais) para estados de maior energia (excitado).’

comprimento 450 109 108 107 105 105 10 102 102 100 100 100 102 100
1 1 1 1 1 ] 1 1

de onda (m) L L 1 L
L 3x10™ 3x 108 Ix 108 3x 10° 3x102 3
Frequéncia (MHz) L L L L L L L L 1 L 1
; Ondas de
i i raio-X U3 yigivel infravermelho  micro-ondas o
tipo de radagao raios.y  Violeta radio
. . Transigbes . N Nl'veisl de
Niveis de energia | TTansicoes g.gapicae  Vibragdes rotagoes energia
de transicies eleitrtl:»nlcas atémicas e moleculares ~ moleculares magnética
adequadas atomicas .o 1ociares nuclear
i i L i i i L L i i L i
decréscimo energético >

Figura 7 - Comprimentos de onda relacionados com os tipos de radiagdo e os niveis de energia. Adaptado de

Faust, 1992 3

A energia da luz visivel depende de sua frequéncia, e equivale aproximadamente
a 170 kJ mol™ para a luz vermelha e 300 kJ mol™ para a luz azul. A promogéo do elétron
para diferentes niveis de energia ndo se restringe apenas a regido da luz visivel da radiacao
eletromagnética, mas também pode ocorrer na regido ultravioleta. A maioria das
transigoes eletronicas estdo compreendidas entre os comprimentos de onda de 190 a 900

4
IlIl’l.3

A energia total de uma molécula é a soma das energias eletronica, rotacional e
vibracional. As energias absorvidas na regido UV produzem mudangas na energia
eletronica das moléculas. Ao absorver energia, um elétron ¢ promovido de um orbital

molecular ocupado para um orbital molecular vazio.” Os elétrons de valéncia
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normalmente podem ser encontrados em um dos trés tipos de orbital eletronico: (a) orbital
de ligagao individual — orbital sigma, a; (b) ligagcdes duplas ou triplas — orbitais  ligantes;

(c) orbitais néo—ligantes.34

Orbitais ligantes sigma tendem a possuir niveis mais baixos de energia que os
orbitais ligantes 7, que por rua vez, sdo mais baixos em energia que orbitais ndo-ligantes.
Quando uma radiacdo eletromagnética de frequéncia correta ¢ absorvida, a transi¢do
ocorre de um destes orbitais para orbitais vazios, normalmente um orbital anti-ligante, o*

ou * (Fig. 8):

‘ —— -
o ‘ 1
Antiligante

.E ‘- b - + +
E O=a n=ag T n—n
[T}
=
[T

— n

} Ligante
™ %R = memesimer m omeTar P
Niveis de energia Transicéo

Figura 8 - Transicio eletronica em espectroscopia UV-vis. Adaptado de (Faust, 1992)34

A diferenca exata de energia entre os orbitais depende do 4tomo presente e da
natureza da ligacdo quimica. A maioria das absor¢des observadas envolvem transigoes
m->n,n—-o" en—- ', pois as transi¢des entre orbitais ligantes ¢ de frequéncias

. . . 4
muito altas para serem medidas facilmente.’

Quando a luz atravessa uma amostra, a quantidade de luz absorvida ¢ a diferenca

entre a radiacdo incidente (/) e a radiagao transmitida (/). A quantidade de luz absorvida
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¢ expressa como transmitancia (T) ou absorbancia (A). A transmitancia normalmente €

dada em termos de fragdo de 1 ou em porcentagem e é definida como segue:*
_1 — (I
T—Eou %T—(/IO)X10O Eq.1

A Lei de Beer diz que a absorbancia (4) ¢ proporcional ao nimero de moléculas
absorventes, ou seja, proporcional a concentragdo. A Lei de Lambert diz que a fragdo da
radiag¢do absorvida ¢ independente da intensidade da radiagdo. Combinando estas duas

leis tem-se a Lei de Beer-Lambert:**
A= —logT = logITO = €lc Eq.2
onde:

€ ¢ a absortividade molar, constante e caracteristico para cada material, cuja

unidade ¢ dada por mol™ cm™'dm’.

[ ¢ o comprimento do caminho 6ptico percorrido pela luz, em cm.

¢ é a concentragdo da solucdo em mol L.
3.2. Microscopia de For¢a Atomica

Em 1986, Gerd Benning, Calvin Quate e Chistoph Gerber desenvolveram o
Microscépio de Forga Atdmica (AFM, do inglés Afomic Force Microscope) a partir de
uma modificacdo do STM, combinado-o com um profildmetro stylus (aparelho usado

para medir rugosidade em escala microscopica).

O funcionamento do AFM se baseia na forte interacdo dependente da distancia
entre uma sonda, ou ponta afiada, e uma amostra. Portanto, o AFM usa a for¢a existente
entre a sonda e a amostra para construir uma imagem da superficie de um objeto. O AFM

pode operar em quase todos os ambientes, incluindo solugdes aquosas, tornando um
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importante instrumento em biologia. No AFM as imagens sdo obtidas por sensoriamento

[ . . 36
com sonda, portanto, nao ha lentes através das quais o operador observa a amostra.

A parte central do AFM ¢ a ponta que literalmente “sente” a amostra. Uma ponta
de AFM nano-acentuada feita por tecnologia de microfabricacdo ¢ crescida na
extremidade livre de um cantilever flexivel que ¢ usado como o transdutor da interagdo
entre a ponta e a amostra. A reflexdo de um feixe de laser focado na parte traseira do
cantilever ¢ frequentemente usada pela maioria dos AFMs para amplificar e medir o
movimento do cantilever, embora outros métodos de deteccdo também possam ser
usados. O feixe refletido ¢ direcionado para um fotodiodo que fornece uma tensao
dependendo da posi¢do do feixe de laser. Para a imagem, a ponta é varrida sobre a
amostra, ou como em alguns modelos, é a amostra que se move em relagdo a ponta fixa,
que so ¢ permitida a mover-se na dire¢do vertical. Em ambos os casos, os movimentos
finos da ponta e da amostra sdo fornecidos por materiais piezoeléctricos que podem se
mover com precisdo subnandmetro. Em cada posi¢ao, mede-se a deflexdo do cantilever,
a partir da qual se pode construir um mapa topografico. Esta técnica de varredura em que
a ponta ¢ trazida em contato mecanico com a superficie da amostra ¢ conhecida como
modo de contato, e foi descrita pela primeira vez por Binning e colaboradores. Tanto a

ponta como o scanner sdo os principais recursos em qualquer configuragio do AFM.*®
3.3. Anailise de Rastreamento de Nanoparticulas

A andlise de rastreamento de nanoparticulas (NTA, do inglés Nanoparticle
tracking analysis) é uma técnica de visualizagdo de particulas em liquidos. Esta técnica
combina microscopia de dispersdo de luz laser com uma camera de dispositivo de carga
acoplada (CCD, do inglés charge-coupled device), que permite a visualizagdo e gravagao

de nanoparticulas individuais movendo-se sob movimento browniano e relaciona o
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movimento com um tamanho de particula de acordo com a seguinte formula derivada da
equacio de Stokes-Einstein:*’

2kpT
3rpmn

(x,y)? = Eq.3

onde k;, € a constante de Boltzmann e (x,y)? é a velocidade média quadrada de uma
particula a uma temperatura T, em uma viscosidade média 7, com um raio hidrodindmico

deTh.
3.4. Espalhamento Dinamico de Luz

O espalhamento dinamico de luz (DLS, do inglés Dynamic Light Scattering) ¢ uma
técnica utilizada na medigao da distribui¢ao de tamanho de particulas em suspensdes e
emulsdes diluidas através da medida de difusdo. Trata-se de uma técnica precisa e rapida,
porém, limitada a particulas esféricas e concentragdes muito baixas. O DLS relaciona o
movimento browniano da particula com o seu tamanho. Quanto maior o tamanho da
particula, mais lento sera o movimento browniano, enquanto que particulas pequenas se
movimentam mais rapidamente no solvente. Para se realizar a medida, ¢ necessario

conhecer a viscosidade do liquido, que é dependente de sua temperatura.”®

No equipamento de DLS, as particulas sdo iluminadas por uma fonte de luz, como
um laser, que sera espalhado em todas as dire¢des. As flutuagdes de intensidade de luz
espalhada, causadas pelo movimento das particulas, em um determinado angulo ¢

analisada pelo equipamento.™

O tamanho das particulas no DLS ¢ calculada pelo coeficiente de difusao

translacional usando a equagdo de Stokes-Einstein®®

k
d(H) = ;2 Eq4
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Onde d(H) ¢ o diametro hidrodinamico, D o coeficiente de difusao translacional, ky

a constante de Boltzmannm, T a temperatura absoluta e 77 a viscosidade do meio.
3.5. Potencial Zeta ({)

O potencial zeta de um sistema ¢ a medida da estabilidade da carga, que controla
todas as interagdes particula-particula dentro de uma suspensio. E a medida do potencial
elétrico na interface das moléculas do diluente e das particulas dispersas na solucdo, que
estd diretamente relacionado a carga superficial das particulas em um sistema.’’
Compreender esta propriedade é importante para o controle das dispersdes e na
determinagdo da estabilidade de uma suspensao de nanoparticulas, sendo possivel, desta
maneira, determinar o grau de agregagdo que ocorreré ao longo do tempo. E aplicada uma

corrente elétrica a suspensdo fazendo com que as particulas se movam sob a influéncia

do campo, a partir do qual o potencial zeta pode ser determinado.
3.6. Cronoamperometria

Amperometria ¢ um método eletroquimico no qual o potencial aplicado a um
eletrodo de detec¢do € controlado e a corrente que ¢ gerado em consequéncia da
oxidacao/reducdo de uma reagdo na superficie do eletrodo € registrada como um sinal
analitico. Na sua forma mais simples, o potencial aplicado ¢ aproximado e, em seguida,
mantido a um valor constante; a corrente elétrica resultante ¢ medida em fung¢ao do tempo.
O potencial aplicado deve ser suficiente para provocar a oxida¢do ou a reducdo dos
analitos alvos; em geral, a magnitude da corrente medida ¢ diretamente proporcional a

5 .40
concentragdo do analito.

Na amperometria, a quantificacdo da concentragdo das espécies € possivel porque

a magnitude da corrente gerada em um dado experimento ¢ determinada pelo nimero de
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moléculas do analito oxidadas ou reduzidas na superficie do eletrodo e, portanto,
diretamente proporcional a concentracdo das moléculas detectadas, como definido pela

lei de Faraday:40

. aqQ dN
=2, = MFo; Eq.5

Onde i; ¢ a corrente gerada na superficie do eletrodo no tempo =t, QO ¢ a carga
elétrica na superficie do eletrodo, 1) ¢ o nimero de mols de elétrons transferidos por mol

de analito, N é o numero de mols de analito oxidado ou reduzido, ¢ F € a constante de

Faraday (96487 C mol™).*’

3.7. Voltametria

Voltametria ¢ uma das técnicas eletroquimicas empregadas para investigar
mecanismos de eletrélise baseada na medida de corrente desenvolvida em um eletrodo
em condigdes onde existe a polarizagio por concentragdo. E uma técnica largamente
utilizada em quimica inorganica, biologica e fisico-quimica para propositos
nanoanaliticos, incluindo processos de oxidagdo e redugdo em varios meios, processos de
adsorgdo sobre superficies e mecanismos de transferéncia de elétrons em superficies de

eletrodo modificados.*!

Existem varias formas de voltametria, dentre elas a voltametria de varredura

linear, voltametria de pulso diferencial e a voltametria ciclica.*'
3.7.1. Voltametria Ciclica

A voltametria ciclica é uma técnica que permite obter informagdes qualitativas e
quantitativas de processos eletroquimicos. O método de trés eletrodos ¢ o mais
amplamente usado porque o potencial elétrico de referéncia ndo muda facilmente durante

as medidas. Estes consistem em um eletrodo de referéncia (RE, do inglés referency
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electrode), eletrodo de trabalho (WE, do inglés working electrode) e o contra eletrodo
(CE, do inglés counter electrode), também chamado de eletrodo secundario ou eletrodo
auxiliar. Na voltametria ciclica, o potencial do eletrodo segue um potencial modificado
linearmente com o tempo. O potencial ¢ medido entre o eletrodo de referéncia e o eletrodo

de trabalho € a corrente é medida entre o eletrodo de trabalho e o contra eletrodo.*!

Inicialmente, o eletrodo de trabalho é mantido em um determinado potencial
inicial, Ei, em que ndo ocorre reagdes neste. Durante a medi¢do, o potencial ¢ varrido
linearmente a uma taxa v entre dois limites de potencial, E; e E» (Fig. 9). A corrente
correspondente ¢ registrada em func¢do do potencial variavel. Um voltamograma ciclico
caracteristico para um sistema reversivel ¢ mostrado na FIG 9. Para a varredura catodica

. . ;1. . .. 42
a corrente tem sinal negativo; para a varredura anddica a corrente tem um sinal positivo.

Figura 9 - (a) curva potencial vs tempo, E; é o potencial inicial e E; e E, sdo potenciais limites (b)
voltamograma ciclico tipico, E," ¢ o potencial de pico da corrente catddica e Ep° é o potencial de pico da

corrente anédica.
NaFig. 9, Ej} ¢ E; correspondem, respectivamente, aos potenciais de pico anddico
e catddico, enquanto que Iy e iy correspondem, respectivamente, as correntes de picos

anddicos e catddicos. Estes sdo importantes pardmetros em um voltamograma. Para

.. fo . ~ : 742
processos eletroqulmlcamente TeVvers1vels, a separagcao de pico ¢:

AE, = |E® — ES| = 2,303 RT/nF Eq.6
14 14 p
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A corrente de pico em um voltamograma ciclico contendo apenas uma espécie, a

25°C, é descrita pela equagdo de Randles-Sevcik:*
I, = (2,69x105)n*/2 AD'/2 v'/2 C* Eq.7

onde I, € a corrente de pico em A, n € o numero de elétrons transferidos, A € a

, , . o~ L. 2 -1 , .
area do eletrodo, D ¢ o coeficiente de difusdo das espécies em cm™s™, v ¢ a velocidade

-1 , o , . e, . 342
de varredura, em Vs~ e C* ¢ a concentragdo da espécie majoritaria, em mol.cm™.

3.7.2. Voltametria de Pulso Diferencial

Voltametria de pulso diferencial (DPV, do inglés Differential Pulse Voltammetry)
¢ uma técnica extremamente util quando se deseja medir niveis de vestigios de espécies
organicas e inorganicas. Na DPV, sdo aplicados pulsos de magnitude fixa sobrepostos
numa rampa de potencial linear ao eletrodo de trabalho em um momento imediatamente
anterior ao final da queda, como mostrado na Fig. 10. A corrente ¢ medida duas vezes,
imediatamente antes da aplicacdo do pulso (em 1) e novamente no final do pulso (apos
aproximadamente 40 ms, em 2, quando a corrente de capacitiva decai). A primeira
corrente ¢ subtraida instrumentalmente da segunda, e esta diferenca de corrente ¢ plotada

contra o potencial aplicado. **

tempo

Figura 10 - Sinais de excitaciio para voltametria de pulso diferencial. Figura adaptada de

O voltamograma de pulso diferencial resultante consiste em picos de corrente,
. . q- . \ ~ . 43
cuja altura é diretamente proporcional a concentragdo doa analitos correspondentes:
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_ nFAD'2¢ (1-0
Ip - TTtm (E) qu
onde 0 = exp [(g) (ATE)] (AE ¢ a amplitude do pulso).

O potencial de pico (E,) pode ser usado para identificar uma espécie, como ocorre

perto do potencial de meia-onda (E1 /2) polarogréfica:*
E, = E1/2—AE/2 Eq.9

A resposta em forma de pico torna a técnica particularmente util para analise de

mistura.*
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4. OBJETIVOS

4.1. Gerais

O objetivo deste trabalho € construir e caracterizar um biossensor amperométrico
para deteccdo de AU, tendo como base a enzima UOx, utilizando a técnica LbL de

construcdo de filmes ultrafinos.
4.2. Especificos

o Estudar diferentes arquiteturas de filmes ultrafinos para a constru¢do de um
biossensor enzimatico amperométrico para detecgao de acido urico.

o Estudar e melhorar parametros, como potencial, tempo de imersdo, para melhorar
a resposta do biossensor na detecgdo de AU.

o Caracterizar o biossensor pelas técnicas espectroscopicas, morfologicas e

eletroquimicas.
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5. MATERIAIS E METODOS

51. MATERIAIS

5.1.1. UOxe AU

A uricase (E.C. 1.7.3.3) foi adquirida comercialmente da Sigma-Aldrich® e
originaria do Bacillus fastidiosus (15 U/mg), 6timo de atividade em pH e temperatura em

8,5 e 30°C, respectivamente, e ponto isoelétrico (pl) de 5,6.

O 4cido urico (CsH4N4O3) utilizado foi adquirido comercialmente da Sigma-

Aldrich®, (pureza > 98% (grau HPLC), M.M. 168,11 g.mol™).
5.1.2. Nanoparticulas de Pt

Para sintese das nanoparticulas de Pt foram utilizados o dcido hexacloroplatinico
hexaidratado (H,PtCls'6H,0O) da marca Sigma-Aldrich® (Platina = 37,50%, M.M. 517.9
g.mol™), e o boroidreto de sodio (HsBNa) da marca Aldrich-chemistry® (pureza 98,0%,

M.M. 37,83 g.mol™).
5.1.3. Tampiao PBS

Para o preparo do tampao fosfato salino (phosphate buffered saline, PBS) foram
utilizados os sais cloreto de s6dio (NaCl) da marca MERCK (pureza > 99,5%, M.M.
58,44 g.mol™), fosfato de sodio dibasico anidro (Na;HPO4) da marca Synth pureza
minima 99,0%, M.M. 141,96 g.mol™ e fosfato de potassio monobasico (KH,POy) da

marca Cinética”™ teor 99,0%, M.M. 136,09 g.mol ™.
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5.1.4. Tampao borato de sodio

Os reagentes utilizados para o preparo do tampao borato foram o borato de sodio
(Na;B407-10H,0) da marca Synth (teor 99,5 — 105 %, M.M. 381,37 g.mol™) e 4cido

cloridrico (HC1) da marca Synth (teor 36,5-38,0%, M.M. 36,46 g.mol™).
5.1.5. Substratos

Para as medidas eletroquimicas foram utilizados substratos de vidro recoberto

com 6xido de estanho dopado com indio (/ndium Tin Oxide, ITO) da marca Delta Inc.

Paras as medidas espectroscopicas UV-vis e AFM foram utilizados substratos de

quartzo.
5.2. METODOS

5.2.1. Hidrofilizacao dos substratos

As medidas espectroscopicas foram realizadas utilizando substratos de quartzo
hidrofilizados. A hidrofilizagdo das laminas de quartzo foi feita em duas etapas.
Primeiramente, imergiu-se o substrato em uma solugdo alcalina contendo NH,OH, H,0,
e 4gua na proporcao 1:1:5 por 10 min a 80°C. Em seguida, as 1aminas foram lavadas com
agua ultrapura, com resistividade 18 MQ.cm. A segunda etapa consistiu na imersao das
laminas em uma solugdo acida de HCI, H,O; e 4gua na proporc¢do 1:1:6 por 10 min a

temperatura de 80°C e, seguida da lavagem com dgua ultrapura.
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5.2.2. Preparo de solugdes tampao

O tampdo PBS, de concentragdo 0,1 mol.L™ foi preparado dissolvendo o NaH,POy
6 mmol.L" e o NaCl 150 mmol.L™' em &gua ultrapura. O pH foi ajustado com uma

solugio de KH,PO4 150 mmol.L™ para atingir o pH 7,4.

O tampao borato foi preparado a partir de 85,6 mL de uma solucdo de borato de
sodio de concentragdo 0,05 mol.L™, completando o volume para 100 mL com uma

solugdo de 4cido cloridrico de concentragdo 0,1 mol.L™.
5.2.3. Preparo de solu¢des de UOx e AU

A UOx foi dissolvida em tampao borato de sodio (Na,B4O;-10H,0) 0,1 mol.L!
(pH 9,0) para uma concentracdo de 3,5 mg.mL'l, e, posteriormente, diluida para 0,4

mg.mL" em tamp3o PBS, pH 7,4."

Para facilitar a dissolu¢do do AU, este foi preparado dissolvendo-o em uma
solugdo de NaOH 1 mol.L”! para uma concentragdo de 0,02 mol.L" e, em seguida, diluida

para 2 mmol.L"' em PBS, com o pH ajustado para 7,4 com HCI 1 mol.L™"."
5.2.4. Polieletrolitos

Para a fabricagdo dos filmes foram preparados os polieletrolitos PEI e PVS

dissolvidos em 4gua ultrapura para uma concentragio e 1 mg.mL™"."”
5.2.5. Sintese das nanoparticulas de Pt

Duas solugdes foram preparadas para obter as nanoparticulas de Pt. A solucdo de
acido hexacloroplatinico hexahidratado foi preparada dissolvendo o 4cido em 4agua
ultrapura para concentragio 1 mmol.L™". A segunda solugdo foi preparada dissolvendo

boroidreto de sodio para concentragio 0,1 mol.L™ em 4gua ultrapura.**
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Para a sintese de nanoparticulas em suspensao foram misturados sob agitagdo, 1
mL da solugio de H,PtClg-(H,0)s de concentragdo 1 mmol.L™ ¢ 1 mL de solugio de PEI
1 mg.mL". Em seguida, foi adicionado a mistura, rapidamente, 1 mL de solugdo de

NaBH, 0,1 mol.L"', mantendo-se a agitagio por 1h.
5.2.6. Montagem dos filmes para caracterizaciio espectroscopica.

Para as caracterizacdes por UV-vis foram utilizados substratos de quartzo,
previamente hidrofilizados. As bicamadas de PEI/UOx foram depositadas sobre 3
camadas de colchdo composta por bicamadas de PEI/PVS'’, depositada sobre o quartzo
por imersao em solugdes dos polieletrélitos durante 3 min cada, intercalando com
lavagem em agua ultrapura por 30 s. Para minimizar os efeitos do substrato, sequencia

esta ilustrada na Fig. 11:

/ / /

PEI Lavagem PVS Lavagem dveres
3 min. 30 seg. 3 min. 30 seg.

==

Figura 11 - Esquema de deposi¢do do colchio.

5.2.7. Deposicao das PtNP’s in situ

As nanoparticulas de Pt foram preparadas in situ mergulhando-se o substrato com
colchdo depositado em uma solucdo de H,PtCls:(H2O)6 por 5 minutos e, em seguida,

mergulhou-se o substrato em uma solugdo de NaBH, por 5 min.*!
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Substrato com

colchdo PEI/PVS /
Sol. H,Cl¢Pt Sol. NaBH, Substrato com
S5 min. 5 min. colchdo (PEI/PVS),

e NPs Pt
\\_‘/ N

Figura 12 - Esquema da sintese das nanoparticulas de platina in situ.

5.2.7.1. Deposiciao das bicamadas de PEI/UOx e PEI-PtNPs/UOx

As bicamadas de PEI/UOx (depositadas sobre o filme de NPs sintetizadas in situ)
foram montadas intercalando a imersao do substrato em solu¢do de PEI e em solucdo de
UOx, por 3 e 10 min, respectivamente. As imersdes em PEI e UOx foram seguidas por
imersdo em soluc¢do de lavagem em tampao PBS por 30 s, Fig.13. As imersdes em solucao
de PEI foram feitas a temperatura ambiente, da mesma maneira a imersao em soluc¢ao de
lavagem que se seguia. As solugdes de UOx e a lavagem do mesmo foram mantidos a

temperatura de 10°C ."’
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substrato

Lavagem - PBS UOx Lavagem - PBS
30 seg. 10 min. 30 seg.

N

Temperatura 10°C

Figura 13 - Esquema da montagem das bicamadas compostas por PEI/UOx.

5.2.8. Montagem dos filmes para caracterizaciio eletroquimica

Para as medidas eletroquimicas foram usados substratos de ITO, seguindo os

mesmos procedimentos para os filmes montados para as analises espectroscopicas.
5.3. Instrumentacio

Para as medidas de espectroscopia UV-vis foi utilizado o equipamento Thermo

Scientific Genesys 6 ™ disponivel na UFSCar — campus Sorocaba.

A caracterizagao morfoldgica do filme com arquitetura
(PEI/PVS)n/PtNPs/(PEI/UOx)n, em substrato de ITO, foi feita em equipamento AFM,

modelo XE 100 da Park Systems, disponivel na UNESP Sorocaba

A determinagdo do tamanho das nanoparticulas de Pt e seu potencial zeta foram
feitos em equipamento Analisadores de Particulas Zetasizer Nano ZS 90 — Malvern® e
Analisador de Particulas NanoSight LM10 — Malvern ®, disponiveis na UNESP

Sorocaba.
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As medidas eletroquimicas foram feitas no potenciostato Autolab, modelo
PGSTAT 30, disponivel na UFSCar — campus Sorocaba, com um eletrodo de referéncia
(placa de Pt de 1 cm?), um de referéncia de calomelanosaturado e o de trabalho (filme
LbL sobre o ITO) em uma cela eletroquimica, conforme a configuracdo ilustrada na

Figura 14:

Eletrodo de
trabalho -|

Contra-eletrodo

Eletrodo de
referéncia

solucao eletrolitica

N -4

Figura 14 - Esquema da disposicdo dos eletrodos na cela eletroquimica em solucio eletrolitica para

caracterizacao dos filmes LbL.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os filmes estudados foram fabricados em dois tipos de arquiteturas diferentes. A
primeira arquitetura escolhida foi construida sobre (PEI/PVS)s com deposi¢do de PtNP
in situ. Sobre esta matriz eram formados filmes PEI/UOx com variados nimeros de
bicamadas. A segunda arquitetura escolhida foi construida sobre matriz composta por
colchdo (PEI/PVS); onde foram crescidas bicamadas formadas por (PtNPs-PEI/UOx). O
nimero de bicamadas de PEI/PVS foi determinado de acordo com trabalhos anteriores

realizados no grupo de pesquisa.

Primeiramente, serdo apresentados os resultados obtidos na caracterizagdo dos
filmes pelas técnicas espectroscopia UV-vis, AFM e NTA. Em seguida, serdo
apresentados os resultados obtidos por técnicas eletroquimicas de amperometria,

voltametria ciclica e voltametria de pulso diferencial.
6.1. Caracterizacao dos filmes

6.1.1. Caracterizagao por espectroscopia UV-vis.
a) Caracterizacio dos filmes (PEI/PVS)s/PtNPs/(PEI/UOX),

Foram coletadas, inicialmente, medidas de absorbancia das solugdes de
polieletrélitos PEI e PVS, ambos de concentragdo 1 mg.mL™'. Como baseline foi utilizado
agua ultrapura. Os resultados obtidos indicaram que nao hé bandas caracteristicas para
estas solugdes na faixa de comprimento de onda analisada. Estes polieletrdlitos
constituiram o colchdo que foi depositado sobre o substrato de quartzo. A auséncia de
bandas caracteristicas torna possivel a utilizagdo destes materiais como baseline das

medidas. Também foi obtido o espectro de absor¢do das nanoparticulas depositadas in
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situ sobre o filme (PEI/PVS), depositado sobre substrato de quartzo. O resultado também

indicou auséncia de bandas caracteristicas na faixa estudada.

A Figura 15 apresenta o espectro de absor¢ao da solugdo de UOx a partir de uma
solugdo 2,5 mg.mL’1 preparada em tampao PBS pH 7,4. Para a enzima UOx foi observada
uma banda caracteristica em aproximadamente 293 nm atribuida as transi¢des eletronicas
dos orbitais m—n* das ligagdes C=C dos aminoacidos aromadticos (triptofano e

fenilalanina) presentes na UOx."

Triptofano
293 nm
HN

n—m* =

o)
H,N

OH

Fenilalanina 0

Absorbancia

200 400 600
Comprimento de onda (nm)

Figura 15 - espectro de absorc¢io da UOx em solu¢io PBS. Banda em aproximadamente A =290 nm.

O crescimento do filme de (PEI/UOx) foi monitorado por espectroscopia UV-vis,
acompanhando a absor¢do das bicamadas no comprimento de onda caracteristico da
banda da UOx (290 nm). Primeiramente foi realizada a medida do colchdo com as PtNPs
depositadas in situ, como baseline. A partir de entdo, para cada bicamada formada por

PEI/UOx foi realizada uma medida de absorbancia.

A Figura 16 apresenta os espectros de absorcdo obtidos para a deposi¢do
sucessivas de (PEI/UOx)y sobre colchdo formado por 5 bicamadas de polieletrolitos

PEI/PVS com nanoparticulas de platina depositadas in situ. A arquitetura final do filme
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foi (PEI/PVS)s/PtNPs/(PEI/UOx), . No grafico inserido € apresentada a absorbancia do
filme, no comprimento de onda caracteristico da UOx, em fung¢do do numero de

bicamadas.

04

0,15
0,14 . .ot
0,134 2

0,12
0,11
0,101 .
0,09

0,3 -

0,2

Absorbancia (290 nm)

01234567829
Numero de bicamadas

Absorbéancia

0,1+

0,0 -

L L
200 400 600 800

Comprimento de onda (nm)

Figura 16 - Espectro de absorciao UV-vis para o crescimento de bicamadas de (PEI/UOx) sobre colchao
(PEI/PVS) com nanoparticulas depositadas in situ. Inserido: absorbéancia do filme em 290 nm em funcéo do

nimero de bicamadas do filme com arquitetura final do filme (PEI/PVS)./PtNPs/(PEI/UOx),.

Os resultados obtidos (triplicatas) indicaram que o crescimento do filme foi
exponencial para as cinco primeiras bicamadas, estabilizando a partir da deposi¢do da
sexta bicamada. Isto significa que para as primeiras cinco bicamadas depositadas a
quantidade de material depositado foi o mesmo. A partir da sexta bicamada a quantidade
de material depositado ndo foi mais constante, ocorrendo, como observado na figura

inserida, o que permite concluir que ocorreu a satura¢do do material depositado.
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b) Caracterizacao dos filmes (PEI/PVS)3/(PtNPs-PEI/UOx),

Para esta arquitetura, o baseline foi coletado a partir do colchdo formado por

(PEI/PVS); sobre o substrato de quartzo.

As bicamadas depositadas sobre o colchdo eram formadas pela imersdo do
substrato em solu¢do de nanoparticulas de Pt seguida pela imersao em solugao de enzima
UOx. Para esta arquitetura, a concentragcdo da solu¢do de enzima UOx foi aumentada para

5 mg.L", para garantir maior quantidade de enzima depositada.

A Figura 17 apresenta os espectros de absor¢do obtidos para a deposicao
sucessivas de dez bicamadas compostas por (PtNPs-PEI/UOx) sobre colchdo formado
por 3 bicamadas de polieletrolitos PEI/PVS. A arquitetura final do filme foi
(PEI/PVS)s/(PtNPs-PEI/UOX);9. No grafico inserido é apresentada a absorbancia do
filme, no comprimento de onda caracteristico da UOx, em fun¢do do nimero de

bicamadas.
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Figura 17 - Espectro de absorbincia UV-vis para o crescimento das bicamadas de (PtNPs-PEI/UOx) sobre
colchio (PEI/PVS). Inserido: crescimento da absorc¢io das bicamadas no comprimento de onda da principal

banda da UOx (290 nm). Arquitetura final do filme (PEI/PVS),/(PtNPs-PEI/UOXx),,

Os resultados obtidos (triplicatas) indicaram que o crescimento do filme foi linear
para as seis primeiras bicamadas, havendo uma pequena diminui¢ao da inclinacdo a partir
da deposicdo da sétima bicamada. Isto significa que para as primeiras seis bicamadas
depositadas a quantidade de material depositado foi o mesmo. A partir da sétima
bicamada a quantidade de material depositado ndo foi mais constante, seguindo outro

regime de crescimento, menos acentuada que o primeiro regime.

6.1.2. Caracterizacdo por AFM para os filmes de arquitetura

(PEI/PVS)s/PtNPs/(PEI/UOx)

As imagens obtidas por AFM dos filmes depositados sobre ITO sdo mostradas nas
Figuras 18, 19 e 20. As imagens estdo dispostas de acordo com o acréscimo de camadas
na superficie do substrato. O principal pardmetro analisado foi a rugosidade superficial

dos filmes. A Figura 18-a apresenta a superficie do substrato do lado que nao contém
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ITO, apenas o vidro. Pode-se verificar que a rugosidade ¢ baixa, 0,9 nm, comparada com
a rugosidade do lado do substrato que contém o filme de ITO, apresentada na figura 18-

b, com rugosidade de 4,6 nm.

vidro RMS=0.9 nm ITO EMS=4.8nm

Figura 18 - Imagens de superficie 2D obtida por AFM do substrato (a) do lado contendo apenas vidro e (b) do

lado contendo ITO.

A Fig. 19-a apresenta a superficie do substrato (ITO) contendo 5 bicamadas de
PEI/PVS. Comparada com a imagem 18-b pode-se verificar que ndo houve um aumento
na rugosidade (4,2 nm), isto sugere que o filme de polieletrélito recobre de maneira
conformacional o substrato. No entanto, a adicdo de uma bicamada de PEI/UOx,

apresentada pela Fig. 19-b causa um aumento significativo na rugosidade (16 nm).
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(PEFPVSHITO RMS=4.2 hm UOsPE-PYENTD RMS=16 nm

Figura 19 - Imagens 2D da superficie do filme contendo (a) cinco bicamadas de PEI/PVS e (b) uma bicamada

de PEI/UOKx sobre colchio de (PEI/PVS)s.
A Figura 20 apresenta a superficie do filme contendo as nanoparticulas de Pt (a)
e o filme contendo as nanoparticulas de Pt com uma bicamada de PEI-UOx. Comparando
com as imagens anteriores, pode-se verificar um aumento na rugosidade, sendo o valor
de 27 nm para o filme contendo apenas as PtNP com colchdo € 31 nm para o filme com

acréscimo da bicamada de PEI/UOx.

MPPRAPEPYSMTO RME=27 nm UCxPENNF(PIMPE-PYENITO RMS=31nm

Figura 20 - Imagens 2D da superficie dos filmes contendo (a) PtNP depositadas sobre colchdo de (PEI/PVS)s e

(b) bicamada de PEI/UOx sobre filme de NPsPt/(PEI/PVS)s.

43



As imagens obtidas por AFM mostram que a imobilizacdo de enzimas e
nanoparticulas utilizando a técnica LbL ¢ possivel, apresentando elevada rugosidade.
Quanto maior a superficie de contato, maior a area do filme disponivel para a reagdo com

o analito. Portanto, esta propriedade ¢ desejavel para aplicagdes em biossensores.*
6.1.3. Caracterizacio das nanoparticulas em suspensio por NTA e DLS

A técnica de caracterizagdo NTA foi utilizada para determinar o tamanho das
nanoparticulas de Pt em suspensdo. Esta técnica permite determinar a distribuicdo de
tamanho das particulas através da posi¢do e do movimento browniano das particulas

individualmente.

A Figura 21 apresenta uma imagem capturada pela técnica NTA utilizando-se o
software NTA versdo 3.1. Na imagem ¢é possivel observar as nanoparticulas de Pt
dispersas em solucdo tampdao PBS 0,01 mol.L" pH 7.4 estabilizadas em PEIL As
nanoparticulas sdo vistas através da dispersdo da luz emitida por um laser do

equipamento. Cada ponto branco na imagem representa uma nanoparticulas de platina.

Figura 21 - Imagem das nanoparticulas de Pt dispersas em solucio aquosa obtidos por NTA.
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O tamanho médio do didmetro das nanoparticulas obtido por anélise em NTA foi
de 205 + 26,3 nm. A concentragio das particulas encontrada foi de 1,8x108 + 0,2x108
particulas/mL.

A Figura 22 apresenta um grafico de distribuicdo da concentragdo das

nanoparticulas em fung¢do do seu diametro.

Concentracdo (particulas/mL)

—s0 1253
| | | | I I I |
600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000

Tamanho (nm)

Figura 22 - Gréfico de distribuicio da concentracfio de nanoparticulas de Pt em funcéo de seu didmetro.

Pode-se observar pelo grafico que o tamanho do didmetro das nanoparticulas ¢

bastante variavel, compreendendo uma faixa entre 12 nm até aproximadamente 500 nm.

A técnica DLS permitiu determinar o potencial zeta das nanoparticulas de Pt e o
seu tamanho médio. O valor do potencial zeta encontrado para as nanoparticulas de Pt foi
5 + 2 mV. Este resultado mostra que as nanoparticulas estdo com a superficie carregada
positivamente devido a presenca do polieletrélito PEI que € positivo, logo, as
nanoparticulas formadas possuem afinidade a cargas negativas. Isto torna possivel a
obtencdo das bicamadas formadas por PtNPs-PEI/UOx, uma vez que a enzima em pH =

7,4 encontra-se negativamente carregada.
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O tamanho médio obtido para as nanoparticulas de Pt pela técnica DLS foi de 170

+ 28 nm.
6.1.4. Resultados eletroquimicos

Inicialmente foi feito um estudo do perfil dos filmes utilizando-se a voltametria
ciclica. Para a determinagcdo do AU foram utilizadas duas técnicas: amperometria e

voltametria de pulso diferencial.

Para os estudos eletroquimicos foram escolhidos duas arquiteturas de filme. Para a
primeira arquitetura, no qual as nanoparticulas de Pt foram depositadas in sifu, escolheu-
se um filme contendo 5 bicamadas compostas por (PEI/UOX), cuja arquitetura final foi
(PEI/PVS)s/PtNPs/(PEI/UOX)s. Este numero de bicamadas foi escolhido de acordo com
os resultados obtidos nos estudos de crescimento do filme. Para a segunda arquitetura,
onde as nanoparticulas foram depositadas mergulhando-se o substrato em uma solugdo
contendo as nanoparticulas intercalando com a solu¢do enzimatica, o numero de
bicamadas composta por (PtNPs-PEI/UOx) foi de 3 bicamadas, e a arquitetura final do
filme foi (PEI/PVS);/(PtNPs-PEI/UOX);. Foram estudados filmes com 3, 5 e 8§
bicamadas. O resposta para os filmes com 3 bicamadas foram mais satisfatorias, por esse

motivo, optou-se pelos filmes de 3 bicamadas.
6.1.5. Determinacio da area ativa do eletrodo

A determinacdo da drea ativa foi feita utilizando a voltametria ciclica. No experimento
realizado, utilizou-se solugio de K3[Fe(CN)s] 5 mmolL"' em KCI 0,1 molL". O
hexacianoferrato ¢ uma espécie eletroativa que tem um perfil eletroquimico reversivel e
cujo coeficiente de difusdo em cloreto de potassio 0,10 mol.L™" é conhecido (7,6.10’6
cm®s™). Desta forma, variando-se as velocidades de varredura obteve-se um grafico de

corrente em funcao da raiz da velocidade de varredura.
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A Figura 23 traz os voltamogramas em diferentes velocidades de varredura (5 mV s
L10mVs?, 25mVs?, 75mVs™?, 100 mV s™, 150 mV s™ € 200 mV s™') para o a) ITO
com filme de (PEI/PVS)s/PtNPs/(PEI/UOX)s; ¢) ITO com filme de (PEI/PVS);/(PtNPs-
PEI/UOX);; e e) ITO sem filme; todos na presenca da espécie eletroativa
hexacianoferrato. Na Figura 23 € mostrado o grafico de i, em fungdo de v'/2 para b) ITO
com filme de (PEI/PVS)s/PtNPs/(PEI/UOX)s; d) ITO com filme de (PEI/PVS);/(PtNPs-

PEI/UOX);; e f) ITO sem filme :
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Figura 23 - Voltametrias ciclicas em diferentes velocidades de varredura para diferentes eletrodos.

Para as duas arquiteturas estudadas verifica-se uma boa linearidade nos graficos de i,

« 1 L1 i o
em fun¢do de v /2, tanto para as correntes anodicas quanto para as catddicas, indicando

que a reacdo ¢ de difusdo. Os valores dos coeficientes angulares, obtidos pela regressao
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. , . 1 , : . .
linear dos graficos i, vs. v /2, e as éreas eletroativas para cada arquitetura estao

apresentadas na Tabela I:

TABELA 1. Parametros obtidos dos voltamogramas ciclicos apresentados na Figura

23.
Area RAZAO
Arquitetura Coef. angular / Area geométrica/
R’ eletroativa / AGEo
do eletrodo AsAv1? cm?
cm’ /AATIVA
170 0,00136 0,987 0,63 0,37 0,58
(PEI/PVS)s/PtNP/
0,00202 0,999 0,63 0,54 0,85
(PEI/UOX)s
(PEI/PVS)3/(PtNP-
0,00146 0,997 0,49 0,40 0,81
PEI/UOX);

Comparando-se as areas eletroativas encontradas com as areas geométricas para cada
eletrodo, verifica-se que a primeira ¢ ligeiramente menor que a segunda. Isto pode ser
pelo fato de que nem todas as regides do eletrodo sdo eletroativas, ou seja, apenas em
algumas regides do eletrodo ocorrem reagdes quimicas. A area eletroativa do ITO foi de
0,37 cm®, menor que a area geométrica de 0,63 cm’. A modificag¢io do ITO com as PtNPs
¢ as 5 bicamadas compostas de (PEI/UOx) aumentou cerca de 45% a érea cletroativa do
eletrodo. Nesta arquitetura, o ITO foi recoberto com uma camada de nanoparticulas
depositadas in situ, o que pode explicar o aumento da area eletroativa para esta
arquitetura, pois pode ter ocorrido uma elevacdo da area superficial. Para a segunda
arquitetura, (PEI/PVS)s/(PtNPs-PEI/UOX)3, o aumento foi de 40%, indicando também

que houve um aumento da area superficial.
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6.1.6. Medidas amperométricas
6.2.  Filme (PEI/PVS)s/PtNPs/(PEI/UOX)s depositado sobre ITO

Com o objetivo de se avaliar o desempenho dos filmes fabricados frente a
presenca de AU, foram realizadas amperometrias em triplicata para cada uma das
arquiteturas estudadas. O potencial escolhido para a realizacdo das amperometrias foi E
= 40,347 V, visto que neste potencial obtiveram-se as melhores respostas
amperométricas. A Figura 24 apresenta a resposta amperométrica do filme
(PEI/PVS)s/PtNPs/(PEI/UOX)s. Foram realizadas sucessivas adi¢cdes de 100 pL de acido

tirico 2 mmol.L™! em 5 ml de tampdo PBS pH = 7,4. No gréfico inserido & apresentada a

curva analitica das adigdes de AU com faixa linear entre 3,92 ¢ 11,3 umol.L'l.

0,4

jiLA.cm

[AU] /umol. L1

L] v L] v 1 v 1 v T v L] M L] M L] v
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000
t/s

Figura 24 - Amperometria para o filme (PEI/PVS)./PtNPs/(PEI/UOx);. Inserido: curva analitica das adicoes

de 4cido wrico com faixa linear entre 3,92 e 11,3 gmol.L"!
Pode-se verificar que a cada adi¢do de acido Urico ocorreu o aumento da corrente
anddica. O aumento da corrente € linear com a concentracdo AU entre 3,92 ¢ 11,13
umol.L (R*=0,999). Conhecendo-se estes valores, foi possivel determinar alguns

parametros importantes para o biossensor, como a sensibilidade (coeficiente angular da
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reta), o limite de detec¢do (LD) e o limite de quantificagdo (LQ). Para os limites de

detec¢do e quantificacdo, os calculos sdo realizados utilizando-se as equagoes 11 e 12,

segundo a [UPAC:
LD =28 Eq.11
inclinacao
10 X SD
Le = inclinacio Eq.12

onde SD ¢ o desvio padrdo do branco.

Para o filme com arquitetura (PEI/PVS)s/PtNPs/(PEI/UOx)s o LD encontrado foi
de 5,17 pmol.L" e sensibilidade de 26,04 pA.cm=2.mmol~*.L™. Para o LQ, foi

encontrado o valor de 17,23 pmol.L™.
6.3. Filme (PEI/PVS)3/(PtNPs-PEI/UOXx); depositado sobre ITO

A Figura 25 apresenta a resposta amperométrica do filme (PEI/PVS);/(PtNPs-
PEI/UOX);. Foram realizadas sucessivas adi¢des de 100 pL de acido urico 2 mmol.L™
em 7 ml de tampao PBS pH = 7,4. No grafico inserido ¢ apresentada a curva analitica das

adi¢oes de AU com faixa linear entre 14,18 ¢ 55,56 umol.L'l.
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Figura 25 - Amperometria do filme (PEI/PVS),/(PtNPs-PEI/UOX);. Inserido: curva analitica das adi¢Ges de

dcido tdrico com faixa linear entre 14,18 ¢ 55,56 gmol.L"
A cada adigao de acido trico ocorreu o aumento da corrente anddica. O aumento
da corrente ¢ linear com a concentragao ¢ AU entre 14,18 ¢ 55,56 umol.L‘1 (R2=0,993),
com LD de 4,69 pmol.L™" e sensibilidade de 7,83 pA.cm™2.mmol~*. L™t. O valor do LQ

encontrado foi de 15,62 pmol.L™.
6.3.1. Estudo de potenciais interferentes

Os possiveis interferentes escolhidos para este estudo foram o acido ascorbico
(AA) e a dopamina (DA). Testes amperométricos demonstraram que o biossensor
respondeu quando na presenga destes interferentes, nas duas arquiteturas escolhidas.
Ressalta-se que foram realizadas amperometrias em diferentes potenciais para verificar
se haveria um desses onde apenas o AU responderia, porém, o AA respondeu em todos

os potenciais testados em que o AU também respondeu.

Para contornar este problema, foram realizados estudos com voltametria de pulso

diferencial.
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6.3.2. Voltametria de Pulso Diferencial

A voltametria de pulso diferencial (DPV) também foi utilizada para desenvolver
o método de determinacdo para o AU. Foram realizados DPV para as arquiteturas
(PEI/PVS)s/PtNPs/(PEI/UOX)s e (PEI/PVS)s/(PtNPs-PEI/UOx);. Apenas para a segunda
arquitetura obteve-se respostas satisfatorias. Apds a otimizagdo dos parametros (tempo
de modulagdo, amplitude e velocidade), foram determinados os picos dos potenciais para

o0 AA, AU e DA.

A Figura 26 apresenta os DPV obtidos para as trés substancias (AA, AU e DA)
em eletrolito tampdo PBS 0,1 mol.L™ pH = 7,4. Pode-se observar que o pico de corrente
para o AA (Figura 26a) estd localizado em um potencial de +0,78 V. Para o AU (Figura
26.b) o pico de corrente estd em um potencial igual a +0,76 V e para a DA (Figura 26.c)

o pico de corrente esta em um potencial de +0,20 V.

AAE=078V 2
4
< 3
AUE =076V = 2 DAEZ 020V
/\ 1
T — 0 . T T
06 0,8 1,0 00 01 02 03 04
ENV ENV
a) b) c)

Figura 26 - DPV para as diferentes substiancias. (a) AA, (b) AU, (c) DA para o filme (PEI/PVS);3/(PtNPs-

PEI/UOX);.
Pode-se verificar pelos graficos da Figura 26 que a determinagdo do AU na
presenca da DA por DPV ¢ vidvel, uma vez que os potenciais nos picos de corrente das
duas substancias sdo bem afastadas. A Fig. 27 mostra um voltamograma obtido em um

teste simultaneo para a determinacdo de AU e DA.
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Figura 27 - DPV para os picos de corrente da DA e AU medidos simultaneamente para o filme

(PEI/PVS)y/(PtNPs-PEL/UOX);.
Porém, os potenciais nos picos de corrente para o AU e o0 AA sdo muito préximos
(Figura 26), E=+0,76 V e E=+0,78 V, respectivamente. Logo, nas condi¢des
experimentais estudadas, nao € possivel determinar a quantidade de AU simultaneamente

ao AA, pois os picos de corrente se alargam e se sobrepdem, como ilustra a Figura 28:

5
AA
4
AU <

T3

2.

1 : :

0.3 0.6 0.9

EN

Figura 28 - a DPV para os picos de corrente do AA e AU medidos simultaneamente para o filme

(PEI/PVS),/(PtNPs-PEI/UOX);.

Pode-se observar pela Fig. 28 que, ao serem medidos simultaneamente, o

potencial nos picos de corrente tanto para o AA, quanto para o AU sofrem um
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deslocamento para a esquerda (+0,58 V para o AA e +0,6 V para o AU), além de se

sobreporem.

Para solucionar este problema, um segundo estudo foi realizado no qual o
eletrolito PBS pH =7,4 foi substituido por uma solugdo de NaCl 0,1 mol.L"' pH = 7. Na
nova condicdo, os picos de corrente do AA ¢ do AU, mencionados anteriormente,
continuaram se sobrepondo, no entanto, verificou-se o surgimento de um pico de corrente
em potencial E = -0,55 V. Uma medida realizada apenas com o filme
ITO/(PEI/PVS);/(PtNPs-PEI/UOX)3, em eletrolito de NaCl 0,1 mol.L!, sem adigao das
substancias investigadas, evidenciou a presenca do pico de corrente em potencial E = -

0,55 V como mostrado na Figura 29:

3,0

?

2,41

1,81

?

/1A

1,21

?

Figura 29 - DPV para o filme de arquitetura ITO/(PEI/PVS),/(PtNPs-PEI/UOx); em solucao salina NaCl

0,Imol.L.

Desta forma, este pico de corrente em E = -0,55 V foi atribuido ao filme.

Foram realizadas medidas adicionando-se aliquotas de AA ¢ AU, individualmente
(Fig. 30) e simultaneamente (Fig. 31), para verificar o comportamento deste pico de
corrente. Os resultados obtidos possibilitaram verificar que quando adicionado aliquotas
de 100 pL de AA, observou-se que conforme a concentracdo de AA aumentava, o pico
de corrente localizado em potencial E= -0,55 V se reduzia. Porém, a cada adi¢dao de

aliquotas de AU foi observado que o aumento da concentracdo de AU implicava no
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aumento da intensidade do pico de corrente no potencial E=-0,55V. Este comportamento

pode ser observado na Figura 30.

450pL AU

ifLA

Figura 30 - DPV em NaCl 0,1 mol/L para o (a) AU e (b) AA em diferentes concentracdes para o filme

(PEI/PVS),/(PtNPs-PEI/UOX);.

A Figura 31 apresenta um voltamograma de DPV realizado com adi¢do

simultanea de AA e AU:

i/nA

0,31

06 05 04 -03 -02
EN

Figura 31 - Voltamograma obtido por DPV para a adicao simultinea de AU e AA para o filme

(PEI/PVS)3/(PtNPs-PEI/UOX);.
Este experimento foi realizado em triplicata. A adi¢do simultinea de AA e AU
ocasionou o aumento do pico de corrente em E = -0,55 V, como observado na Fig. 31. O
aumento do pico de corrente foi atribuido a presenga de AU, uma vez que a adicao de AA

acarretou no decréscimo do pico de corrente no potencial E =-0,55 V. Desta forma, foi
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possivel construir uma curva analitica para o AU considerando-se o pico de corrente em

potencial E=-0,55 V, como mostrado na Fig. 32:

1,0
0.8
0.6
0,41
0,2]
0,0

jluA.cm”

000 003 006 009 012
[AU}mmol.L"

Figura 32 - Curva analitica para o AU obtido a partir do voltamograma para diferentes concentracdes para o

filme (PEI/PVS)y/(PtNPs-PEI/UOX);,
O valor da sensibilidade encontrado foi de 8,46 uA.cm=2. mmol~1.L™t, com um
coeficiente de correlacdo (R? = 0,993). O valor calculado para o LD (30p/inclinagdo da
curva analitica) foi 0,11 umol.L", e o valor do LQ foi 0,37 pmol.L"'. A faixa de

concentracdo analisada foi entre 14,18 pmol. L™ até 108,11 pmol.L™.

6.4. Comparacio das técnicas amperometria e voltametria de pulso

diferencial

Ap6s a determinacao de AU por amperometria e DPV e a constru¢do das curvas
analiticas em cada técnica, foi possivel fazer comparacgado entre os resultados obtidos para
as diferentes técnicas e para as diferentes arquiteturas. Na tabela, a arquitetura
(PEI/PVS)s/PINPs/(PEI/UOx)s sera chamada “Arquitetura 1”7 e a arquitetura

(PEI/PVS)s/(PtNPs-PEI/UOx); serd chamada “Arquitetura 2.

A Tabela II apresenta alguns dados comparativos entre as duas técnicas para a

determinagao de AU.
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Tabela II — Comparacdo das técnicas voltamétricas de onda quadrada e de pulso

diferencial para determinagdo de AU.

Parametros Amperometria DPV
Arquitetura | Arquitetura | Arquitetura | Arquitetura
1 2 1 2
Sensibilidade
(MA.cm™2. mmol~1.L71) 26,04 783 - 8,46
LD
1 4 - 0,11
(umol.L™1) 317 09
LQ
17,2 15,62 - 0,37
(umol.L™1) 723 >0

Observando-se os dados da Tabela II, pode-se definir que o método voltamétrico
de detecgdo ¢ mais eficiente que o método amperométrico para os filmes de arquitetura
(PEI/PVS)s/(PtNPs-PEI/UOX)3, pois para o primeiro método os valores de LD e LQ
encontrados sdo menores, ou seja, menores concentragdes sdo possiveis de serem
detectados e quantificados, com certo limite de confiabilidade, além da maior

sensibilidade.

Quando sdo comparados os resultados obtidos para amperometria para as duas
arquiteturas, os valores de LD e LQ encontrados para a arquitetura (PEI/PVS);/(PtNPs-
PEI/UOx); foram menores que os valores encontrados para a arquitetura
(PEI/PVS)s/PtNPs/(PEI/UOX)s, desta forma, conclui-se que os filmes formados por
(PEI/PVS)s/(PtNPs-PEI/UOx); sdo mais eficientes que os filmes formados por

(PEI/PVS)s/PtNPs/(PEL/UOX)s.

A Tabela III mostra os valores de LD encontrados na literatura para alguns

biossensores enzimaticos amperométricos que fazem uso de UOx para deteccao de AU.

Tabela III — Comparagdo de biossensores quanto a suporte de imobilizacdo, método de

imobilizacdo, faixa linear de deteccao e limite de detecgao.
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. e Método de Faixa linear de Limite de A
Suporte de imobilizacao . e o ~ ~ Referéncia
imobilizacao deteccao deteccio
Interacoes 14,18 “mOLL_] Este
- ¢ ; -
(PEI/PVS);(/PtNPs-PEI) eletrostaticas até 108,!11 0,11 pmol.L-1 trabalho
pmol.L
Interacdes 14,18 — 55,56 Este
- ok ’ 2 -
(PEI/PVS)s(/PINPs-PEI) eletrostaticas pmol.L” 4,68 pmol.L-1 trabalho
. L 0,02 — 0,49 Omar et
Oxido de grafeno Ligagdo covalente mmol L1 3,45 pmol.L-1 al.2016%
Crosslinking e 0,005-0,8 B Rawal et
PBNPs/cMWCNT/PANI/Au adsorcdo mmol L1 5 umol.LL al.2012'
Chauhan
. 0,01 -0.,8 1 and
AuNPs/MWCNT Ligagdo covalente mmol 1! 0,01 mmol.L Pundir,
2011Y
N 0,005-0,06 1 Bhambi et
PANI/MWCNT Ligagdo covalente mmol L°! 5 umol.L al., 2010%

* resultados obtidos por DPV.

** resultados obtidos por amperometria.

Pode-se verificar pela tabela 6.4 que os valores de limite de detec¢ao para

diferentes biossensores para acido urico encontrados na literatura apresentam limites de

detecgdo com valores proximos a 5 pmol.L". Desta forma, os biossensores apresentados

neste trabalho apresentaram LD proxima aos biossensores relatados na literatura.
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7. Conclusao

Neste trabalho foi proposto a constru¢do de biossensores enzimdaticos para a
determinagdo de AU associando a UOx com nanoparticulas de Pt. Foram construidas e
estudadas duas arquiteturas distintas de filmes, (PEI/PVS)s/PtNPs/(PEI/UOx)s e
(PEI/PVS)s/(PtNPs-PEI/UOx);. Para ambas arquiteturas, a técnica LbL se mostrou
eficiente para a deposi¢do dos filmes. As analises por espectroscopia UV-vis forneceram
informagdes sobre o crescimento dos filmes e sobre a organizagdo das multicamadas. Os
resultados obtidos demonstraram que a imobiliza¢do das bicamadas de PEI/UOx sobre o
eletrodo escolhido foi possivel. As analises feitas em AFM mostraram que a deposi¢ao in
situ das nanoparticulas de platina foi possivel na construgdo do filme
(PEI/PVS)s/PtNPs/(PEI/UOxX)s, e pode-se verificar também a ocorréncia da imobilizagdo
da UOx a partir dos valores de rugosidade obtidos. As técnicas NTA e DLS comprovaram
a presenca de PtNPs na suspensdo que foi preparada para a constru¢do dos filmes
(PEI/PVS)s/(PtNPs-PEI/UOx);. Também foi possivel determinar o tamanho médio e a
distribui¢do por unidade de volume da suspensdo no valor de 205 + 26 nm e 1,8x108 +

0,2% 108 particulas/mL, respectivamente.

As andlises eletroquimicas de voltametria ciclica dos filmes permitiram
determinar a 4rea ativa dos eletrodos. Os eletrodos de ITO modificados apresentaram um
aumento da 4rea eletroativa de cerca de 40% superior quando comparado com a area
eletroativa do ITO ndo modificado. Este resultado ¢ desejavel na construgdo de
biossensores. A viabilidade dos filmes como biossensor foi verificada pelo aumento da
corrente de oxidag@o nos testes amperométricos devido a adicdo de AU. No entanto, os
filmes se mostraram sensiveis na presen¢a de interferentes, como acido AA e DA. Para

contornar este problema, foram realizadas medidas de DPV com o filme
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(PEI/PVS)s/(PtNPs-PEI/UOx)3, onde foi possivel determinar o AU mesmo na presenca

de DA e AA.

O biossensor (PEI/PVS)s/PtNPs/(PEI/UOx)s mostrou-se linear na faixa de
detecgdo 3,92 ¢ 11,13 pmol.L™' (R?=0,999) com limite de detec¢do de 5,17 pmol.L™'. Este

resultado foi obtido pelo método amperométrico.

O biossensor (PEI/PVS);/(PtNPs-PEI/UOx); mostrou-se linear na faixa de
deteccdo 14,18 e 55,56 umol.L'1 (R2=O,993), com LD de 4,69 umol.L'1 para o método
amperométrico. Para o método DPV o valor encontrado para o LD foi 0,11 pmol. L™, A
faixa linear de detecc¢do foi entre 14,18 ;,lmol.L'1 até 108,11 umol.L'l. Desta forma,
verifica-se que o método DPV foi mais sensivel na deteccdo de AU quando comparado
ao método amperométrico, além de ter possibilitado a determinagdo simultdnea do AU

na presenca de AA ¢ DA.

Comparando-se os valores de LD obtidos para os biossensores fabricados neste
trabalho com os valores de LD encontrados na literatura pode-se concluir que os

biossensores propostos sdo eficientes para a detecg¢do de acido trico.
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