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RESUMO

Palavras-chave: Dopamina, biossensor eletroquimico, flavina adenina dinucleotideo,
nanoparticulas de ouro, voltametria de pulso diferencial.

A dopamina (DA) é um neurotransmissor com multiplas fun¢des no sistema nervoso
central e, quando os niveis de DA no organismo estéo alterados, surgem os sintomas de
doencas como a doenca de Parkinson e a esquizofrenia. Portanto, € de interesse médico
que sejam monitorados os niveis de DA no organismo. Para tanto, foi fabricado um novo
biossensor eletroquimico sobre um substrato de ouro, como uma monocamada
automontada de acido 11-mercaptoundecanoico (11-Mua), uma camada do polieletrélito
catiénico poli(etilenoimina) (PEI) e uma camada de nanoparticulas de ouro, estabilizadas
com glutationa e funcionalizadas com flavina adenina dinucleotideo (FAD). O FAD é um
cofator presente no sitio ativo da enzima monoamina oxidase e foi adicionado a estrutura
do biossensor para Ihe conferir seletividade. O biossensor foi caracterizado pelas técnicas
de espectroscopia de UV-Vis, FTIR, microscopia de forca atbmica (AFM), e voltametria
ciclica (VC) que possibilitaram confirmar que a metodologia empregada na fabricacéo do
biossensor foi bem sucedida. Através das medidas de deteccédo realizadas com a técnica
de voltametria de pulso diferencial (DPV) realizadas em tamp&o PBS 0.1 mol L™ (pH
7.4), foram testados os potenciais interferentes: acido Urico, acido ascorbico, serotonina
e ureia e, nenhum desses demonstrou interferéncia na deteccdo de DA. O biossensor se
mostrou estavel por 20 dias, e apresentou uma faixa linear de deteccao que variou de 0.8
a4 8.0 umol L%, a sensibilidade apresentada foi de 1.25 pA/umol L cm™, os limites de
deteccdo e quantificagdo calculados foram respectivamente de 0.525 umol L e 1.75
umol L. A amostra real utilizada foi urina humana e os valores de recuperagdo variam
entre 85 e 90%. Conclui-se, portanto que o biossensor possui perspectivas de aplicagéo
em amostras complexas.



ABSTRACTC

Keywords: Dopamine, electrochemical biosensor, adenine dinucleotide flavin, gold
nanoparticles, differential pulse voltammetry.

Dopamine (DA) is a neurotransmitter with multiple roles in the central nervous system,
and alterations in its level in the organism result in Parkinson’s and schizophrenia
diseases. Therefore, DA levels monitoring in the body is of medical interest. Hence, a
novel electrochemical biosensor was designed on a gold substrate with a self-assembled
11-Mua monolayer, a cationic polyelectrolyte (PEI) layer, and a layer of gold
nanoparticles stabilized with glutathione and functionalized with flavin adenine
dinucleotide (FAD). FAD, a cofactor found in the active site of monoamine oxidase
enzymes, was added to this biosensor to make it selective. The developed biosensor was
characterized by UV-Visible spectroscopy, FTIR, atomic force microscopy (AFM), and
cyclic voltammetry (CV), confirming a successful development process. Differential
pulse voltammetry (DPV) data for detection assays using 0.1 mol L™ (pH 7.4) PBS buffer
demonstrated no interference of uric acid, ascorbic acid, serotonin, and urea. The
biosensor was stable for 20 days, presenting a linear detection ranging from de 0.8 to 8.0
umol L, 1.25 pA/umol Lt cm of sensitivity, and 0.525 umol L™ and 1.75 pumol L™ for
calculated limits of detection and quantification, respectively. Human urine was used as
a real sample, and the values of recovery ranged from 85 to 90%. In summary, the
developed biosensor demonstrated perspectives for being applied in complex sample
analyses.
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1. INTRODUCAO

O dinucleotideo de flavina e adenina (FAD, do inglés flavin adenine dinucleotide)
€ uma coenzima, composta por um grupo isoaloxazina e um grupo adenina. Esta é a forma
mais ativa da vitamina B (riboflavina) e estd presente em importantes processos
metabolitos do catabolismo e do anabolismo, principalmente como um transportador de
elétrons (GALBAN et al., 2016; NELSON; COX, et al, 2014).

O FAD também esta presente no sitio ativo de enzimas como a monoamina
oxidase “a” e “b” (MAO-a e MAO-b). Essas enzimas sdo diméricas, ou seja, compostas
por duas cadeias polipeptidicas formadas por 520 residuos de aminoacidos, e sdo
responsaveis pelo metabolismo da dopamina (DA) e de outras monoaminas, atuando na
retirada do grupo amina. O FAD esté localizado entre dois residuos de tirosina da cadeia
peptidica da MAO e auxilia no processo de oxidacdo (BINDA et al., 2002).

A DA, um dos substratos da MAO, é um neurotransmissor com funcédo
predominantemente inibit6ria no sistema nervoso central, mais precisamente nos ganglios
basais e estd associado as capacidades motoras e a sensacdo de prazer. O desequilibrio
nos niveis normais de DA no organismo é responsavel pelo aparecimento dos sintomas
de duas importantes doencas, o Parkinson e a Esquizofrenia que afetam milhdes de
pessoas ao redor do mundo (GUYTON; HALL, 2016; SILVERTHORN, 2017; KIM et
al., 2012).

A doenca de Parkinson é a segunda doenga neurodegenerativa mais comum no
mundo, ficando atras apenas do Alzheimer. Ela atinge cerca de 1% da populacdo mundial,
aparecendo principalmente em pacientes acima dos 60 anos, apesar de também ser
possivel a ocorréncia da doenca de Parkinson precoce (entre 21 e 40 anos) e a doenca de
Parkinson juvenil (antes dos 21 anos) (OPAS, 2018).

Ainda ndo € de costume na pratica médica o monitoramento da DA no organismo,
no entanto, seu papel no desenvolvimento de doencas demonstra o potencial diagnostico
e de acompanhamento do tratamento dos pacientes para 0s biossensores.

O FAD e a MAO jéa foram utilizados na construcdo de biossensores para DA,
Miyazaki et al. (2016), por exemplo, estudou um biossensor produzido pela técnica de
camada por camada (LbL — layer by layer em inglés) empregando o poli(etilenoimina)
(PEI) como polication e MAO-b encapsulada em lipossomas de dipalmitoil fosfatidil
glicerol (DPPG) e palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfo(1-rac-glicerol) (POPG). Esse
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sensor apresentou uma sensibilidade de 0,86 pA cm2/mmol L™ e um limite de deteccio
de 0,33 mmol L™

Lin, Huang, e Chein (2014) relataram a construcdo de um biossensor para
deteccdo simultdnea de DA, &cido ascérbico (AA), acido drico (AU) e peroxido de
hidrogénio. Para tanto, foi sintetizado um composto de nanotubos de carbono de parede
maltipla (MWCNTs, do inglés, multi-walled carbon nanotubes), poli (3,4-
etilenodioxitiofeno) (PEDOT) e FAD. Para este sensor a sensibilidade foi de 52 mA cm -
2/ mmol L * e o limite de deteccéo foi de 0,5 mmol L™,

Outras biomoléculas também ja foram empregadas na deteccdo eletroquimica de
DA. Um exemplo é a construcdo de um biossensor baseado em poli (3,4-
etilenodioxitiofeno) (PEDOT) e a enzima tirosinase (Tyr) através do uso de tensdes
senoidais sobre um microeletrodo de ouro. O limite de deteccéo obtido foi de 0,24 pumol
L e sensibilidade de 2,4 nA cm®?/umol L (LETE et al., 2017) .

Também foram utilizados na construcdo de um biossensor, o é&cido 4-
mercaptofenilborénico (MBA) e o ditiobis (succinimidil propionato) (DSP*), que
revestiram nanoesferas de dioxido e platina sobre um eletrodo de carbono vitreo (GCE,
do inglés, glassy carbon electrode) e ouro. Neste dispositivo, o reconhecimento molecular
duplo da DA, pelo MBA e DSP, possibilitou a deteccao de concentraces de DA na faixa
de 2 a 180 nmol Lt e um limite de detecgdo de 0,71 nmol L (FU et al., 2019).

Similarmente, plataformas de biossensores podem ser montadas sobre eletrodo de
carbono vitreo (CGE, do inglés glass carbon electrode), como a estudada por Coelho et
al. (2019), utilizando um exopolissacarideo chamado botriosphaeran e a enzima lacase
que, por sua vez, tem a funcdo de para monitorar concentracfes de DA em injecdes
farmacéuticas e amostras bioldgicas sintéticas, apresentando um limite de detec¢édo de
0,127 umol L1 WEI et al. (2019) também utilizou o CGE funcionalizado com aptamero,
oxido de colageno de pele de carpa (GCSC, do inglés, grass carp skin collagen) e grafeno
sobre um GCE. O limite de deteccdo desse dispositivo foi de 0,75 nmol L.

Além disso, nosso grupo de pesquisa ja desenvolveu dois sensores eletroquimicos
para deteccdo de DA. O primeiro deles é baseado em misturas de polianilina (PANI) e
complexo de Rupy ([RuCl s (dppb) (py)] (dppb = PPh > (CH 2)4 PPh2; py = piridina)) que
foi construido pela técnica de Langmuir-Blodgett. Este sensor apresentou limite de

deteccdo de 0,4 mmol L™ e boa seletividade. O 4cido ascorbico, que é um importante
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interferente na deteccdo de DA s foi detectavel quando apresentou concentracdo 3 vezes
maior que a de DA (FERREIRA, et al., 2004).

O segundo sensor, por sua vez, foi montado com a técnica de LbL com argila
montmorilonita sédica (Na * MMT) e ftalocianina de niquel (NiTsPc), sobre um substrato
de 6xido de estanho dopado com indio (ITO). O limite de detec¢do do dispositivo foi de
0,1 pmol L na presenca dos interferentes acido urico e acido ascorbico (LUCENA, et
al., 2018).

A literatura apresenta vasta variedade de estudos de biossensores para deteccéo de
DA, no entanto, ndo ha indicios da utilizacdo de nanoparticulas de ouro (AuNPS)
funcionalizadas com FAD para deteccdo de DA, sendo uma arquitetura inédita,
desenvolvida neste trabalho. A funcionalizacdo de AuNPs é um processo simples e
bastante empregado para ancoragem de outras moléculas biolégicas como anticorpos e
aptdmeros (CAMILO et al., 2019; SAVORY et al., 2014). O emprego das AuNPs em
biossensores resulta em um aumento na sensibilidade, por aumentar a area eletroativa
(BARD; FAULKNER, 2001) e a constante de transferéncia heterogénea de elétrons (k°)
do dispositivo (NICHOLSON, 1965).

Os sensores enzimaticos, em geral, possuem algumas desvantagens inerentes as
necessidades da enzima para que mantenha sua atividade ao ser imobilizada. Para tanto,
as enzimas precisam de um material que mimetize o ambiente encontrado in vivo, por
exemplo, enzimas de membrana, como é o caso da MAO, que podem ser imobilizadas
em modelos de membrana celular construidos com fosfolipidios (MIYAZAKI et al.,
2016). Isso pode encarecer o biossensor e dificultar sua comercializacéo.

Os cofatores, além de serem mais baratos que as enzimas, ndo exigem a fabricacéo
de um modelo de membrana para serem imobilizados e, em geral, podem manter sua
funcdo apenas pelo controle de pH. Levando em conta essas vantagens e a lacuna em
relacdo a literatura, foi escolhida a funcionalizacdo de AuNPs com o FAD como
arquitetura principal do biossensor desse trabalho. Para tanto, serdo utilizadas as técnicas
de monocamada automontada (SAM, do inglés self-assembled monolayer) e LbL para
construgéo do filme, e a técnica eletroquimica de voltametria de pulso diferencial (DPV,
do inglés differential pulse voltammetry) para a detecgdo de DA.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1. FLAVINA ADENINA DINUCLEOTIDEO (FAD)

O FAD ¢ uma coenzima derivada da vitamina B (riboflavina), composta por um
grupo isoaloxazina e uma adenina que possui trés estados de oxidacdo, sendo estes, a
forma totalmente oxidado (FAD), semirreduzido ou semiquinona (FADH?) e totalmente
reduzida (FADH.) (NELSON; COX, 2014). A Figura 1 ilustra a estrutura quimica do

FAD e os trés estados de oxidacao.

Figura 1: Estrutura quimica do FAD e os trés estados de oxidagdo do grupo

isoaloxazina.
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Fonte: (NELSON; COX, 2014, p. 536).

Para cada estado de oxidacdo, o FAD possui também trés formas &cido-bésicas
que séo dependentes do pH. Em pH 0 o anel isoaloxazina esta positivamente carregado,
em pH acima de 10,2 esta negativamente carregado e, em pH entre 0 e 10,2 o0 anel esta
em sua forma neutra. Todas essas propriedades das flavinas sdo fornecidas pelo grupo
isoaloxazina e independem do esqueleto que pode ser uma adenina, no caso do FAD, a

um grupo fosfato como no caso do mononucleotideo de flavina (FMN) ou a isoaloxazina
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sozinha como ocorre com a riboflavina (BRAZARD et al., 2011; SENGUPTA; KHADE;
HAZRA, 2011).

O FAD esta presente como grupo prostético fortemente ligado ao sitio ativo de
diversas enzimas com atividade de oxidorredutases, chamado de flavoproteinas ou
flavoenzimas. As flavoproteinas podem ser divididas em dois grupos, os das
monooxigenases, incluindo exemplos como a MAO-a e MAO-b. Outro grupo atribuido
as oxidases puras, incluem a glicose oxidase, alcool oxidase e a colesterol oxidase, sendo
todas de grande importancia biotecnoldgica por necessitarem apenas de oxigénio para
oxidagdo do substrato (GALBAN, SANZ-VICENTE, 2016).

As MAO-a e MAO-b estdo presentes naturalmente na membrana externa das
mitocondrias celulares de humanos, ancoradas pela extremidade C-terminal (Figura 2a).
Elas sdo enzimas diméricas, ou seja, possuem duas cadeias polipeptidicas, com 520
residuos de aminoécidos e sdo responsaveis por catalisar a reacdo de desaminacgdo das
catecolaminas como, por exemplo, a dopamina e a serotonina, processo descrito na Figura
2d (BINDA et al., 2002). A acdo dessas enzimas esta relacionada ao desenvolvimento de
doengas como depressédo, Parkinson e Alzheimer e, portanto, um dos tratamentos mais
comuns para estas doencas é o uso de drogas que inibem a acdo da MAO
(SILVERTHORN, 2017).

Figura 2: (a) Estrutura da MAO ancorada na membrana externa da mitocondria. (b)
Reacdo de desaminacéo da DA pela MAO-b.

H,O + FAD FADH2 +NH,
OH

NH, MAO b D\J
OH

Dopamina DOPAL
2 2

Membrana .

Fonte: (A) adaptado de (BINDA et al., 2002), (B) informac®es retiradas de (YOUDIM; BAKHLE,
2006).

Os processos enzimaticos catalisados por flavoproteinas consistem em duas
etapas. A primeira consiste na reducdo do FAD apds oxidacdo do substrato, ou seja, 0

FAD age como um receptor de elétrons que séo retirados do substrato (por exemplo,
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elétrons sdo removidos da DA), esse processo € a “meia reagdo redutora”. A segunda
etapa chamada de “meia reacgdo reoxidativa” consiste na reoxidacdo do FAD, causada
pelo oxigénio presente no meio reacional, assim gerando perdxido de hidrogénio (H20.)
que pode ser facilmente monitorado por unidades sensoriais (DIJKMAN et al., 2013).

O FAD livre possui um potencial de oxidacgdo (£?) de -0,219 V, ja o FAD em
forte associagio com o sitio ativo de uma enzima possui £ caracteristico da enzima a
qual esta associado, podendo ser mais positivo ou mais negativo, variando de -0,40 V a
+0,06 V, dependendo da enzima (NELSON; COX, 2014).

2.2. DOPAMINA (DA)

A DA ¢é um neurotransmissor da classe das catecolaminas e possui funcdo tanto
excitatoria como inibitdria no sistema nervoso central. A DA é responsavel pelo controle
motor e age nos centros de recompensa no cortex e sistema limbico, além de estar
associada com as vias encefélicas do humor, da emocdo, da sensagdo de prazer, no
desempenho cognitivo e na aprendizagem (MEDER et al., 2019; GUYTON; HALL,
2016; SILVERTHORN, 2017; TEODORO, 2010).

A sintese da DA ocorre no citosol do neurbnio pré-sindptico e inicia com a
hidroxilagcdo do aminoécido tirosina, que é convertido em L-DOPA, a descarboxilacdo do
L-DOPA produz a DA (GUYTON; HALL, 2016; RILSTONE et al., 2013). A Figura 3

corresponde a sintese de DA a partir do aminoéacido tirosina.

Figura 3: Esquema de sintese de DA a partir do aminocido tirosina.

Tirosina Catecol-O-
o hidroxilase o metiltransferase
HO HO NH,
OH ﬂ OH ﬂ :©/\/
NH
Tirosina L-DOPA Dopamina

Fonte: elaborado pela autora com base em (RILSTONE et al., 2013).

Apos a producdo de DA, esta € transportada por vesiculas até a fenda pré-sinaptica
para interagir com seu receptor na membrana do neurdnio pds-sinaptico. A Figura 4

ilustra o processo de transporte da DA até o receptor pos-sinaptico. O efeito da DA no
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neurdnio pos-sindptico pode ser inibitorio ou excitatorio, dependendo com qual receptor
ela ird interagir. Existem duas classes de receptores para DA, a classe D1 e a classe D2.
Ambas as classes de receptores estdo acoplados a proteina G, uma proteina envolvida na
transducéo de sinal intracelular, assim chamada porque pode se ligar ao trifosfato de
guanosina (GTP) e ao difosfato de guanosina (GDT) (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2012).

Figura 4: Esquema do transporte de dopamina no neurdnio pré-sinaptico para o neurénio
pds-sinaptico.
Tirosina

|
L-DOPA
|
Dopamina
o
Neurdnio !
pré-sinaptico )
OO o0 (]

®o® ®
o® o0

°
Neurdnio &Receptor de
pos-sinaptico Dopamina
Fonte: adaptado de (RILSTONE el al., 2013). Criado em biorender.com.

A ativacdo da proteina G gera uma cascata de reacGes no interior da célula. O
segundo mensageiro dessa cascata, em geral, € o monofosfato de adenosina ciclico
(AMPc). A classe dos receptores D1 sdo responsaveis pelo aumento dos niveis de AMPc
no neurdnio e pela regulacio da abertura dos canais de Ca®*, K* e Na*. Esse efeito
despolariza a célula, retirando o neurdnio de seu potencial de repouso (-70 mV) e
estimulando a propagacéo do impulso elétrico. Por outro lado, os receptores da classe D2
sdo inibidores da propagacdo do impulso elétrico, por diminuirem a concentragdo de
AMPc no interior do neurénio e hiperpolarizar a célula (CALLIER et al., 2003). A Figura
5 ilustra de maneira simplificada a diferenca das vias de sinalizacdo dos receptores de
classe D1 e D2.

Figura 5: Esquema simplificado das vias de sinalizac&o dos receptores de classe D1 e D2.
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Proteina G
estimulatoria

_ Cazt Fechamento dos canais de Ca?*
Adenilato? e hiperpolarizagdo da célula Adenilato-
ciclase

Abertura dos canais de Ca?* cielase

e despolarizagdo da célula \_/ /'\
ATP/\ ATP
AMPc | / AMPc |

Fonte: Informacdes retiradas de (SILVERTHORN, 2017; CIVELLI; BUNZOW; GRANDY,
1993).

Existem trés principais sistemas dopaminérgicos no sistema nervoso central,
sendo eles: sistema nigroestriatal, sistema mesocorticolimbico, e sistema tubero-
infundibular. O sistema nigroestriatal se origina na substancia negra presente no
mesencéfalo e esta relacionada a funcdo motora da DA. O sistema mesocorticolimbico
emana da area tegumentar ventral e é responsavel pelo controle emocional regulado pela
DA. Ja o sistema tubero-infundibular deriva do hipotdlamo e estimula a producdo de
prolactina, principal horménio relacionado a lactacdo (JUCAITE, 2002; TZSCHENTKE,
2000).

Os niveis normais de DA no sangue s&o de 0,01 a 1,0 umol L variando de acordo
com estimulos internos e externos (DA SILVA, et al, 2008). Quando esses niveis se
mantém alterados s&o observados sintomas relacionados a algumas doengas, sendo as
duas principais a doenca de Parkinson e a Esquizofrenia. Na urina existe a presenca de
dopamina e de seu metabolito &cido homovanilico (HVA). Atualmente ja sdo realizados
exames de urina de 24 horas para monitorar os niveis de catecolaminas no organismo,
mas com outras aplica¢@es, como a detec¢éo de feocromocitomas. Para este exame o valor

de referencia da DA deve estar abaixo de 540 ug / 24 horas.

A doenca de Parkinson € caracterizada pela perda dos neurénios dopaminérgicos
e uma consequente queda dos niveis de DA no sistema nigroestriatal. Os sintomas da
doenga de Parkinson podem ser divididos entre os sintomas motores, sendo eles:
movimentos alternados, tremores involuntarios, rigidez muscular, lentiddo nos

movimentos, instabilidade postural e perda de expressdes faciais, e 0s sintomas nédo
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motores, tais como: dores musculares, constipacdo, fadiga, disfuncdo sexual, déficit
olfatorio, disturbios do sono, ansiedade, depresséo e prejuizo na memoria e aprendizagem
(SANTENS et al., 2003; CHAUDHURI; HEALY; FMEDSCIC, 2006)

Um dos tratamentos possiveis para a doenca de Parkinson é a administracdo de
medicamentos & base de L-DOPA, pois este € convertido em dopamina no cérebro,
aumentando os niveis do neurotransmissor no organismo (GUYTON; HALL, 2016) e
recentemente foi realizado, de maneira bem sucedida, o tratamento de um paciente com
doenca de Parkinson ao enxertar células progenitoras de DA em seu cérebro. As células
eram derivadas de células-tronco pluripotentes induzidas (iPSC, do inglés induced
pluripotente stem cell) retiradas do mesencéfalo de um paciente saudavel
(SCHWEITZER et al., 2020).

J& a esquizofrenia é uma doenca que afeta 23 milhdes de pessoas ao redor do
mundo. Pacientes esquizofrénicos sofrem de psicose, um quadro clinico no qual o senso
de realidade é interrompido e a pessoa ouve vozes, tem delirios, alucinacbes e sdo
altamente paranoicos com sensacdo de perseguicdo (ABI-DARGHAM, et al, 1998;
OPAS, 2019).

Uma das hipoteses para o surgimento da esquizofrenia é a hipdtese dopaminérgica,
que explica que o excesso de excitacdo dos neurdnios dopaminérgicos no sistema
mesocorticolimbico eleva os niveis de DA e superestimula os receptores D2. Esse efeito
pode ser causado por mutacdes genéticas, estresse, disfuncdo dos lobos frontais e
temporais do cérebro, além do uso de drogas (HOWES; KAPUR, 2009; NIKHIL;
PETERSON; CARONABC, 2017).

A esquizofrenia foi correlacionada ao aumento dos niveis de DA durante o
tratamento da doenca de Parkinson, no qual fora observado que alguns pacientes tratados
com L-DOPA passavam a desenvolver os sintomas de esquizofrenia devido ao aumento
de DA no cérebro (GUYTON; HALL, 2016).

A esquizofrenia causa perda da substancia cinzenta, principalmente no cértex pré-
frontal, regido responsdvel pela cognicdo superior e pelo controle emocional. A
esquizofrenia € uma doenca capaz de atingir até mesmo criangas, e jovens que apresentam
formas atenuadas de delirio e alucinacdo podem desenvolver psicose total em até 2 anos
em 20 a 35% dos casos (LEVITT et al., 2010; BAKHSHI; CHANCE, 2015; CANNON,
2015).
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Tendo em vista a alta prevaléncia das doengas mentais e seus prejuizos a qualidade
de vida dos pacientes, juntamente com o0 aumento da expectativa de vida do ser humano,
é de grande importancia que os niveis séricos de DA sejam monitorados de maneira
precisa, pois ela pode servir como biomarcador para doencas importantes como a
esquizofrenia e a doenga de Parkinson. Sensores que sejam cada vez mais sensiveis e
seletivos irdo contribuir com o diagnostico precoce dessas doencas, o que podera limitar
a morbidade e modificar o curso da doenc¢a, melhorando a resposta aos tratamentos e
retardando a neurodegeneracdo resultante do agravamento da condicdo clinica de
pacientes com a doenca de Parkinson e com a esquizofrenia (LIEBERMAN; SMALL;
GIRGIS, 2019; PARNETTI et al., 2019).

2.3. NANOPARTICULAS DE OURO

As nanoparticulas de ouro séo extensamente utilizadas na construcdo de sensores
e catalizadores, além dos sistemas de drug-delivery, tratamento de tumores entre outras
aplicacdes, pois possuem propriedades especiais como propriedades magnéticas,
térmicas, Opticas, eletronicas e cataliticas, além de serem biocompativeis, terem pouca
toxicidade e possuirem alta taxa superficie/volume (XIAO, et al., 2019).

As propriedades Opticas das nanoparticulas de ouro dependem do tamanho e do
formato, possuindo uma banda de absorbéncia que se desloca de acordo com o didmetro
das AuNPs. As gue possuem tamanho médio de até 30 nm séo vermelhas, com banda de
absorbancia em torno de 520 nm. A medida que o didmetro aumenta, a banda de
absorbancia se desloca para a direita, chegando préximo dos 600 nm quando o tamanho
das AuNPs é de 100 nm. O aumento do comprimento de onda caracteriza reducdo da
energia absorvida pelas AuNPs (ABTAHI, 2013). A Figura 6 mostra a variacao de cores

emitidas por cada diametro de AuNP.

Figura 6: Foto mostrando as cores das AuNPs com diferentes tamanhos.
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Fonte: Njoki, et al., 2007.




29

Se o comprimento de onda da luz incidente for maior do que o diametro da
nanoparticula, ocorre o efeito de ressonancia plasmonica superficie, que se trata de uma
oscilacdo na nuvem eletronica da superficie da nanoparticula, provocando também um
dipolo induzido, deslocamento conjunto dos elétrons da superficie da AuNP no sentido
oposto ao campo elétrico (Figura 7).

O efeito de ressonancia plasménica de superficie, no entanto, ndo é influenciado
somente pelo tamanho, mas também pelo formato das nanoparticulas, solvente, ligantes
de superficie, carga, temperatura e concentracdo de AuNPs na solucdo (YEH, et al.,
2012).

Figura 7: Representacdo esquematica da oscilacdo dos elétrons nas nanoparticulas no
campo eletromagnético da luz incidente.

hv Campo eletromagnético

’LL.

Fonte: adaptado de YEH, et al., 2012.

Nuvem de elétrons

A propriedade catalitica das AuNPs é a principal propriedade explorada neste
trabalho. As reacbes quimicas sdo processos de transformacdo de reagentes quimicos,
com rearranjo de sua estrutura, algumas vezes com perda ou adi¢cdo de atomos. Para que
uma espécie sofra essa transformacdo é necessaria uma energia de ativacdo (Ea). A
catélise € o processo de diminuicdo Ea de uma reacdo quimica, fazendo com que a reacao
ocorra mais rapidamente (DIAS; FERREIRA; CUNHA, 2012).

A propriedade de catdlise das AuNPs também € intrinseca ao tamanho da
particula. As AuNPs sdo estruturas tdo pequenas que possuem uma grande proporcao
entre os atomos de superficie e os atomos internos. Quanto menor o material, maior sera
a quantidade de atomos superficiais, isso aumenta a taxa de transferéncia de elétrons na
interface eletrodo-solugdo e consequentemente aumenta a atividade catalitica do sensor.

A modificagdo da superficie do biossensor com AuNPs aumenta também sua éarea
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superficial e possibilita maior contato entre o dispositivo e o analito de interesse
(DANIEL; ASTRUC, 2004; ISHIDA et al., 2020).

A catalise das AuNPs pode ser observada por meio de: (i) amplificagdo do sinal
eletroquimico gerado por biossensores, (ii) pela definicdo do pico de oxidagdo do analito,
em alguns casos, (iii) pela diminui¢do do potencial de oxidacdo e (iv) até mesmo, por
tornar reaces que antes eram irreversiveis em quase-reversiveis ou reversiveis. A adicéo
de AuNPs a arquitetura do biossensor tende, portanto, a aumentar sua sensibilidade e
diminuir o limite de deteccdo favorecendo os processos eletrocatilicos da superficie do
eletrodo (KONG et al., 2009; HOSSEINI et al., 2013; KHASHAYAR et al., 2017;
WINIARSKI et al., 2017).

A sintese de nanoparticulas deve gerar material de tamanho, morfologia,
composicdo quimica e estrutura cristalina. Existem muitos métodos diferentes de
obtencdo das AuNPs e estes podem ser divididos em dois tipos principais, 0s métodos
“Top-down” (de cima para baixo) e “Bottom-up” (de baixo para cima). Dentro 0s métodos
“Top-down” podemos citar a ablagéo a laser e o sputtering (VALVERDE-ALVA et al.,
2015; TAMILVANAN et al., 2014). Os métodos Bottom-up, por sua vez sdo mais
diversos, e alguns exemplos sdo a biossintese, decomposicdo térmica, eletrodeposicéo e
reducdo quimica (KIMLING et al., 2006; PHILIP et al., 2011; SALEM et al., 2017;
BARBETA et al., 2010). Optamos por obter as AuNPs a partir de um o método que

emprega Bottom-up, baseado na reducdo quimica de sais de ouro.

Os métodos Bottom-up realizados por sintese quimica apresentam como principais
vantagens em relacdo aos demais métodos: a facilidade de obtencdo, baixo custo e alta
estabilidade quimica. O método de reducdo quimica se baseia na reducéo do sal de ouro
para formar nanoparticulas. Alguns exemplos de agentes redutores utilizados sdo o
fésforo branco, citrato de sodio, acido ascérbico e o borohidreto de sddio. A formacao
das nanoparticulas depende das concentragcdes do agente redutor, dos outros solutos, além
da temperatura, que estardo diretamente relacionados com a energia livre de Gibbs no
sistema. A formag&o de nucleos acontece em uma faixa de concentragdo critica e a partir
da qual ¢é obtido o crescimento das nanoparticulas, com o objetivo de baixar a energia
superficial. Os ndcleos formados devem atingir um raio critico para que sejam estaveis o
suficiente para ndo se desfazerem no solvente, mas terem energia suficiente para formar
as nanoparticulas (MINGOS, 2014).

Depois de sintetizadas as nanoparticulas precisam de estabilizantes, que irdo
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impedir que seu crescimento continue de maneira descontrolada, formando grandes
agregados que precipitam na solucéo. A estabilizacdo pode ser realizada de trés maneiras
diferentes: eletrostatica, estérica ou mista.

A estabilizagdo eletrostatica é baseada na carga das nanoparticulas. Esta é
realizada com a dissolucéo de ions na solucdo. A concentracdo desses ions se da de
maneira organizada, pois proximo a superficie da particula existe maior concentracao de
contra-ions (ions com carga oposta da nanoparticula), podendo ser chamada de camada
de Stern. Mais externamente, logo apos essa camada é encontrada a camada de Gouy, ou
camada dupla difusa. Nessa segunda camada existe uma concentragdo moderada de ions
que atinge a concentracdo média no corpo da solucdo. Desse modo percebe-se que o
potencial elétrico da solucdo aumenta a medida que nos aproximamos da camada Stern.
Quando duas particulas se aproximam em uma solucdo, a dupla camada de ambas as
particulas se sobrepBe e acontece uma repulsao entre elas, promovendo um afastamento
até que a forca de repulsdo seja igual a zero (CAO, 2004).

A estabilizacdo estérica, por sua vez, é realizada com a adi¢édo de polimeros, que
serdo adsorvidos ou ancorados a superficie da nanoparticula. Esse tipo de estabilizacéo
ird impedir a aglomeracédo das particulas, pois a camada polimérica impede de forma a
ocupar os espacos intermediarios entre as particulas. A estabilizacdo estérica é bastante
eficiente e menos sensivel a alteracbes do meio, tais como eletrélitos e concentracdo de
nanoparticulas (CAO, 2004).

Por fim, a estabilizacdo mista ocorre pela adsor¢do ou ancoragem de polimeros,
que juntamente com ions em solucdo irdo promover um potencial elétrico ao redor da
camada polimérica. Dessa forma as nanoparticulas irdo se repelir concomitantemente por
forcas eletrostaticas e restricdo estérica (CAO, 2004). Neste trabalho utilizamos a
estabilizacdo estérica. As AuNPs foram estabilizadas com a glutationa (GSH), um
tripeptideo produzido a partir da jun¢do dos aminoacidos cisteamina, glicina e glutamato
(NELSON; COX, 2014), que atua como um bom estabilizante por se ligar fortemente ao
ouro através de seu grupo tiol e repelir outras moléculas de GSH, devido a carga negativa
do grupo carboxila (COO) em solucdo, formando AuNP-GS (BRINAS et al., 2008).

As AuNPs frequentemente sdo utilizadas em sua forma funcionalizada, ou seja,
sdo ancoradas a moléculas de interesse, em geral, bioldgicas, para aumentar a
sensibilidade e seletividade do sensor. Existem muitas formas de realizar essa

funcionalizacdo. A forma mais tradicional é pela sintese das AuNPs com estabilizagédo
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estérica, por exemplo com glutationa ou cisteamina. (CAO, 2004).

Neste trabalho foram utilizados os catalisadores Cloridrato de N-(3-
dimetilaminopropil)-N'-etilcarbodiimida (EDC) e N-hidroxissuccinimida (NHS). Esses
catalisadores irdo disponibilizar os grupos carboxila e amina para realizar uma ligagéo
amida e realizar a ancoragem do FAD sob as AuNP-GS. O EDC é uma carbodiimida
comumente utilizada por sua eficiéncia, grande solubilidade em agua e, pela vantagem da
reacdo poder ser realizada a temperatura ambiente. O NHS é usado para aumentar a
estabilidade de intermediarios ativos em reacdes de acoplamento, através da formagéo de
grupos funcionais éster ativos com carboxilatos. Muitos trabalhos ja demonstraram a
funcionalizacdo de biomoléculas com EDC e NHS (ARYA et al., 2007; DHAND et al.,
2008; OZCAN; SEZGINTURK, 2015; TOLBA et al., 2021).

A reacdo catalisada pelo sistema EDC/NHS é dividida em duas etapas. Na
primeira delas ocorre a formacdo de um intermediario O-acil-ureia, que é bastante
instavel, ja a segunda etapa é mais complexa, podendo seguir 3 caminhos diferentes. O
primeiro caminho é a hidrolise do O-acil-ureia formado, o segundo € a formacéo de um
conjugado estavel pela ligacdo amida com uma molécula portadora de grupo amina. O
terceiro é a formacdo de um segundo intermediario mais estavel (éster-NHS-amino
reativo) que, posteriormente, ira reagir com a amina primaria e também formar um
conjugado estavel. O EDC possui maior eficiéncia em pH acido (préximo de 4,5) e a
presenca do NHS aumenta a eficiéncia do sistema em pH ligeiramente alcalino, (entre 7,0
e 8,0) (BARTCZAK; KANARAS, 2011). A utilizagéo do sistema EDC/NHS possibilitou
a formacdo do conjugado AuNP-GS-FAD a temperatura ambiente, sob condicdes de pH
7,4 que foi escolhido devido a presenca de moléculas bioldgicas. A Figura 8 ilustra todas

as reacdes possiveis para funcionalizacdo com o sistema EDC e EDC/NHS.
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Figura 8: Esquema reacional do sistema EDC e EDC/NHS para formacao de uma ligacao
amida entre duas moléculas.
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Fonte: adaptado de (THERMOFISHER, 2014).

2.4, SENSORES E BIOSSENSORES

Sensores sao dispositivos capazes de detectar um analito em uma solucéo liquida
ou gasosa, formados por: (i) uma unidade receptora (podendo ser biolégica, organica ou
inorganica) que tera interacdo com o analito, (ii) uma arquitetura de interface que emitira
um sinal mensuravel (sensor fabricado em diversos materiais, como polieletrdlitos,
polimeros, nanotubos, nanoparticulas, nanofios, etc.), (iii) um amplificador de sinal
(equipamento de leitura) e, (iv) um software que ird processar os dados recebidos,
expresso muitas vezes na forma de graficos (GRIESHABER, et al., 2008). Neste trabalho
estamos considerando como biossensores, aqueles que possuem como unidade receptora
uma molécula bioldgica. Os sensores e biossensores podem ser classificados pelo tipo de
sinal emitido, podendo ser: eletroquimico, piezoelétrico, magnético, Optico, entre outros
(POWER et al., 2017; LEUNG et al., 2018; SALIM et al., 2018; SUESS et al., 2018;
YAN; LI; SU, 2018; KUMAR et al., 2019). A Figura 9 ilustra os elementos que compde

um biossensor.



Figura 9: Elementos que compdem um biossensor eletroquimico.
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Fonte: Adaptado de (GRIESHABER, et al., 2008).

O sensoriamento € fundamental para diversas areas (biomedicina, ambiental,
alimentos, industria quimica, farmacéutica) por possuir uma ou mais das seguintes
caracteristicas: (i) monitoramento qualitativo e quantitativo de analitos nas mais diversas
amostras em (ii) tempo real com (iii) velocidade de analise e (iv) facilidade de uso, além
de necessitar de (v) pouco volume de amostra. A escala nanométrica dos materiais
utilizados na nanotecnologia € o diferencial nesse campo de biossensoriamento, pois
propicia uma alta razdo superficie/volume, que aumenta a area eletroativa do dispositivo
e melhora a interagdo do sensor com 0 meio, culminando na producdo de sensores que
sdo cada vez mais sensiveis e seletivos (OLIVEIRA Jr., et al., 2015).

Neste contexto, 0s biossensores possuem uma unidade receptora que € composta
de uma molécula bioldgica, normalmente um biorreceptor, e por uma unidade transdutora
de sinal em nanoescala. Os biorreceptores séo isolados de células biologicas e podem ser
proteinas, enzimas, anticorpos, aptameros, entre outros (METKAR; GIRIGOSWAMI,
2019).

Isolando o biorreceptor correto € possivel monitorar a concentracdo de quase
qualquer composto em nosso organismo. Muitos dos receptores utilizados s@o proteinas
de membrana, responsaveis por interagir com o meio externo e emitir sinal especifico
para o interior da célula, caracteristicas ideais para um biossensor eletroquimico por
exemplo (KWON, et al., 2018).
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Devido a importancia da DA, como um dos principais neurotransmissores do
sistema nervoso central de mamiferos, incluindo o ser humano, além de desempenhar
funcbes importantes no sistema renal, hormonal e cardiovascular (BEITOLLAHI,
SAFAEI; TAJIK, 2019); pesquisadores tém se dedicado a desenvolver biossensores cada

vez mais sensiveis e seletivos para sua detecgéo.

Os trabalhos encontrados na literatura podem ser divididos de acordo com a
biomolécula utilizada como biorreceptor para DA no dispositivo proposto. Os artigos
buscados utilizaram algumas classes diferentes de biomoléculas na deteccdo de DA,
sendo elas: enzimas, aptameros, DNA e aminoacidos. Serdo apresentados primeiramente

0s biossensores enzimaticos.

A principal enzima utilizada na literatura para deteccdo de DA € a lacase, uma
enzima que faz parte de oxidases multicobre azuis. A lacase é produzida por fungos,
bactérias e plantas e é capaz de oxidar fendis, amino-fendis, aminas-aromaticas e acido
ascorbico. Por esse motivo, ela é utilizada como componente receptor em biossensores
para DA (DING et al., 2014).

A lacase foi utilizada para funcionalizar um sensor construido sobre um eletrodo
de pasta de carbono (GPE, do inglés carbon paste electrode) com AuNPs estabilizadas
com o polieletrolito catibnico hidrocloreto de poli(alilamina) (PAH). O dispositivo
resultante foi utilizado para deteccdo eletroquimica de DA com a técnica de voltametria
de onda quadrada (SWV, do inglés square wave voltametry) em tampao acetato, 0,1 mol
L, pH 6,0. Nestas condicdes o limite de detecgdo (LOD) encontrado foi de 0,26 pmol L
! com uma faixa linear de trabalho de 0,49 a 23,0 mmol L. Na amostra real utilizada
pelos autores foram amostras farmacéuticas com 4 concentracdes diferentes de DA, e 0s
valores de recuperacao obtidos foram de 97,6 a 105,5 % (SILVA; VIEIRA, 2016).

Um eletrodo de carbono vitreo (GCE, do inglés glassy carbon electrode) foi
modificado com Oxido de grafeno reduzido (rGO, do inglés reduced graphed oxide) e a
enzima lacase para deteccdo de DA. As andlises foram realizadas em tampéao PBS 0,2
mol L, pH 7,0, com a técnica de voltametria de pulso diferencial (DPV, do inglés
differential pulse voltametry). Esse trabalho alcangou um LOD de 91,0 nmol L™ e uma
faixa linear de deteccéo de 0,1 a 3,0 umol L. Para testar a deteccdo em uma matriz mais
complexa, foram utilizados o soro plasmatico e urina sintética. Os valores de recuperagédo
da deteccdo no soro plasmatico e na urina sintéticos foram, respectivamente, de 97,2 a
104,5% e 98,7 a 103,9% (KOHORI; SILVA; CESARINO, 2018).


https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/glassy-carbon
https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/behavior-as-electrode
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A enzima lacase também foi imobilizada em um GCE juntamente com
microesferas de FesOs, SiO2 e SiO2 —NH>. O dispositivo proposto apresentou um LOD
de 0,177 mmol L™! e faixa linear de deteccio de 1,5 — 75 mmol LX. A amostra real
utilizada foi uma injecdo farmacéutica e o valor médio de recuperagdo encontrado foi de
99,6%. As medidas eletroquimicas foram feitas com a técnica de DPV em tampéo PBS
0,1 mol L%, pH 6,0 (LI et al., 2018).

Outra enzima utilizada nos trabalhos para construgdo de biossensor para deteccao
de DA ¢ a tirosinase. A tirosinase é a enzima que catalisa a hidroxilacdo da tirosina,
convertendo-a em L-DOPA, um precursor da DA. Mas a tirosinase também é capaz de
interagir com compostos fenolicos, como fenol, catecol, DA e epinefrina (LIU et al.,
2015).

A tirosinase foi utilizada para funcionalizar um eletrodo construido sobre um
eletrodo de carbono serigrafado (SPCE, do inglés screen-printed carbon electrode) com
quitosana e rGO. Esse biossensor obteve LOD de 22 nmol L e ampla faixa linear
variando de 0,4-8 pmol L a 40-500 umol L. A técnica eletroquimica utilizada foi a
voltametria ciclica (VC) em tamp&o PBS 0,01 mol L%, pH 7,0. O teste em amostra real
foi realizado em urina humana e os valores de recuperacdo ficaram entre 93,0% e 97,6%
(LIU et al., 2019).

A propria DA foi utilizada como biorreceptor em um biossensor para deteccao de
DA. O dispositivo foi feito com nanoparticulas de 6xido de zinco (ZnO), nanoesferas de
carbono, quitosana e carbono macroporoso derivado do caule do kenaf (kenaf é da espécie
Hibiscus cannabinus, uma planta da familia Malvaceae, também chamada canhamo
Deccan e juta Java) tridimensional (3D-KSC). A DA foi acrescentada a arquitetura para
conferir seletividade ao biossensor. Este trabalho apresentou um LOD de 0,039 nmol L*
e uma faixa linear de 0,12 pmol L't a 152 pmol L. A deteccdo eletroquimica foi realizada
com a técnica de DPV em tamp&o PBS 0,2 mol L™, pH 7,0. Ndo houve teste em amostra
real (SONG et al., 2019).

Uma classe de moléculas muito utilizada como biorreceptor sdo os aptameros.
Aptameros sdo oligonucleotideos sintéticos, construidos com uma sequéncia especifica
para interagir com um analito alvo, que pode ser um substrato organico ou inorganico de
baixo peso molecular, ou até mesmo proteinas. Os aptdmeros podem ser moléculas de
DNA ou de RNA (HU et al., 2014).
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Um aptassensor foi construido utilizando um transistor eletroquimico orgéanico
(OECT) incorporado em um substrato de poliimida flexivel como transdutor para
deteccdo de DA com LOD de 1 pmol L™ e faixa linear de trabalho de 5 a 70 umol L. A
deteccdo eletroquimica utilizou a técnica de SWV em tampédo TE (Tris-HCI e EDTA)
mmol L, pH 8,0. Neste trabalho ndo foi realizada a detecgdo em amostra real (LIANG
et al., 2020).

Um GCE foi modificado com 6xido de grafeno (GO, do inglés graphene oxide) e
azul do nilo (NB, do inglés nile blue), AuNPs e aptameros para detec¢do de DA com a
técnica de SWV. A arquitetura estudada apresentou limite de deteccdo de 1 nmol L e
uma faixa linear de detecgdo de 10 nmol L™ a 0,2 pmol L em tamp&o PBS 0,1 mol L™,
pH 7,0. A amostra real utilizada foi soro humano de 6 amostras diferentes e os valores de
recuperagéo obtidos ficaram entre 97,0-104,0% (JIN et al., 2018).

Outro aptassensor foi construido sobre um eletrodo de ouro polido funcionalizado
com nanoestrutura de ouro em forma de fuso, 6-mercapto-1-hexanol (MCH) e azul de
metileno (NB, do inglés methylene blue). As medidas eletroquimicas para detecgdo de
DA foram realizadas em tampdo PBS 0,01 mol L?, pH 7,4 utilizando a técnica de
voltametria de pulso diferencial (DPV, do inglés differential pulse voltammetry). Para
testar a sensibilidade real do biossensor foram utilizadas 10 amostras de soro humano,
sendo 5 delas de pacientes saudaveis [(amostras contendo DA inferior a 30 pg mL?,
investigadas primeiramente por cromatografia de alta eficiéncia (HPLC do inglés high
performance liquid cromatography)] e 5 amostras de pacientes com valores de DA acima
de 30 pg mL. O limite de deteccdo do dispositivo estudado foi de 0,01 nmol L e a
recuperacdo ficou proxima de 100% para todas as amostras de soro (TAHERI;
ESKANDARI; NEGAHDARY, 2018).

Moléculas de aptdmeros também foram utilizadas para fabricar um biossensor
sobre um GCE usando um composto de GO com GCSC. O limite de detec¢cdo obtido
nesse trabalho foi de 0,75 nmol L™ e a amostra real foi realizada com 4 amostras de
sangue humano diluidos & 10%. Os valores de recuperagéo ficaram entre 98,6 e 102,5%.
As medidas de deteccdo foram feitas com a técnica de DPV em tamp&o PBS 0,1 mol L™,
pH 7,0 (WEI et al., 2019).

Relatou-se a construcdo de um biossensor com um aptamero dividido em duas
partes, S1 e S2, na qual a fita S1 é amarrada ao eletrodo, enquanto a segunda é marcada

com (MB) e atua como um repérter redox. Outra fita de DNA de fita simples
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complementar a S1 (ssDNA, do inglés single-stranded DNA) marcada com antraquinona
(AQ) ¢ introduzida e relata fitas de superficie amarradas que permanecem em seu estado
virgem. Essa estrutura foi ancorada sobre um eletrodo de ouro revestido com uma
monocamada de MCH. Esse biossensor apresentou LOD de 10 pmol L™ em tamp&o PBS,
pH 7,4. As medidas de amostra real foram realizadas em soro humano diluido na
proporcéo de 1:500 em tampédo PBS. Os valores de recuperacdo obtidos variaram entre
88% e 105% (GUO et al., 2020).

O ultimo sensor baseado em aptdmeros encontrado foi montado sobre o um
substrato de ouro funcionalizado com um aptamero marcado com ferroceno (Fe(CsHs)s).
Neste estudo, foram utilizadas as técnicas de VC e DPV para detec¢do, ambas em tampao
de ligacdo fosfato (PBB, do inglés phosphate binding buffer) 1,0 mmol L. Os LODs
para cada uma das técnicas utilizadas foram respectivamente 60 e 20 pmol L™ (ABU-ALI
et al., 2020).

Os aptameros sdo moléculas de fita simples, mas o DNA fita dupla também ja foi
empregado na fabricacdo de alguns biossensores para deteccdo de DA. Um exemplo € o
dispositivo construido sobre um GCE com nanotubos de carbono (CNT, do inglés
carbono nanotube) acido 3, 3'-ditiodipropiénico di (éster de N-hidroxissuccinimida)
(DSP), DNA e AuNPs. Esse biossensor apresentou LOD de 18 pmol L™ e faixa linear de
deteccdo entre 30,0 pmol L™ a 30,0 nmol L. As medidas eletroquimicas foram feitas em
tampéo fosfato 0,1 mol L%, pH 7,0, com a técnica de DPV. A amostra real utilizada foi o
liquido cérebro espinhal e os valores de recuperacéo ficaram entre 103,3% e 105,5% (LI1U
etal., 2018).

Outro biossensor para deteccdo de DA utilizou o nanocompdsito MXene/
Nanocompositos DNA / Pd / Pt imobilizados sobre um GCE. MXene é um material
bidimensional sintetizado com um metal de transi¢do, um elemento do grupo Alll ou AlV
da tabela periédica e carbono ou nitrogénio. O MXene utilizado neste trabalho foi
sintetizado a partir de nanofolhas de TisC> preparadas por ataque quimico de camadas de
Al. O LOD desse dispositivo foi de 30,0 nmol L, e sua faixa linear de trabalho foi de 0,2
a 1000 pmol L. A deteccdo eletroquimica foi feita em tamp&do PBS 0,1 mol L™, pH 7.0,
com a técnica de cronoamperometria. Para as medidas em amostra real foi utilizado soro
humano (ZHENG et al., 2018).

Moléculas de DNA tambem foram utilizadas para funcionalizar um biossensor

feito com GCE, CNT e grafeno dopado com N (NEG, do inglés N-doped graphene). Esse
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trabalho obteve um LOD de 14 nmol L™ e faixa linear de 0,02 a 1 umol L™ em tamp&o
PBS, pH 7,4, através da técnica de DPV. A concentracdo do tampdo PBS nédo foi
informada. Também ndo foi realizada medida em amostra real (KETEKLAHIJANI et al.,
2019).

ZHANG et al. (2020) utilizou uma molécula diferente como biorreceptor para DA,
um polimero construido a partir do aminoécido L-metionina, que foi capaz de oxidar a
DA em DA-quinona. Esse dispositivo foi feito sobre um GCE com AuiPtzNPs. O LOD
obtido foi de 0,07 umol L™ e faixa linear de 0,5 a 200 umol L. As medidas de deteccéo
foram feitas com a técnica de DPV em tampéo PBS 0,1 mol L™, pH 7,38. As medidas de
amostra real foram feitas com urina humana e apresentaram valores de recuperacao entre
93,8 e 104,2%.

A interacdo entre um biorreceptor e seu ligante depende da afinidade entre eles.
Essa afinidade pode ser medida pela constante de dissociacao (Kq) do complexo receptor-
ligante durante o equilibrio da reacdo e sera regida principalmente pela de
complementariedade entre suas estruturas quimicas e a classe do biorreceptor. A Figura
10 ilustra a variagdo das K tipicas de varias classes de interagdes nos sistemas biologicos
(NELSON; COX, 2014).

Figura 10: Escala de Kg (em mol L) de diversas classes de interacdo receptor-ligante.
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Fonte: (NELSON; COX, 2014)

Na Figura 10 é possivel observar que as enzimas possuem baixa afinidade pelo
ligante (K¢ = 107 a 10 mol L'1), enquanto interages entre proteina e DNA sequéncia-

especifica possuem maior afinidade, semelhante a de antigeno-anticorpo (Kq = 102 a 10"
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8 mol L™). A constante de dissociacdo medida para qualquer interacéo receptor-ligante é
valida para as condi¢des nas quais ela foi realizada, podendo variar de acordo com a
concentracdo salina e o pH da solucdo, entre outras variaveis (NELSON; COX, 2014).
No entanto, os valores de Kq apresentados ajudam a explicar por que biossensores que
utilizam enzimas em sua arquitetura, em geral, possuem LOD maiores do que aqueles

construidos com aptameros.

Além da classe do biorreceptor, 0 desempenho do biossensor esta diretamente
relacionado com o tipo de nanomaterial utilizado no dispositivo. Por exemplo, 5 dos 7
trabalhos que apresentaram os menores LODs (menores do que 30,0 nmol L) possuiam
em sua arquitetura materiais como GONPs, GO e rGO. Dos outros dois biossensores, um
utilizou nanoestrutura de ouro, MCH e MB, e o0 outro utilizou uma arquitetura bastante

simples, com eletrodo de ouro funcionalizado com aptameros e ferroceno.

O grafeno é uma estrutura formada por anéis hexagonais de carbono, com atomos
hibridizados na forma sp2. Sua configuracao resulta em um atomo livre para cada &tomo
de carbono no orbital p, e confere ao grafeno propriedade de alta condutividade elétrica
e térmica (SEGUNDO; VILAR, 2016). Essa propriedade pode explicar o bom
desempenho dos biossensores que utilizam grafeno em sua arquitetura. As AuNPs e
Au@PtNPs foram utilizadas em 2 biossensores e eles apresentaram LOD de 0,26 e 0,07

umol L1, respectivamente.

Levando-se em consideracdo aqui o explicitado, o presente trabalho teve como
base a funcionalizacéo de nanoparticulas de ouro com a molécula FAD, a fim de estudar
suas propriedades aplicadas ao sensoriamento de DA, com base em sua sensibilidade,
LOD, limite de quantificacdo (LOQ), seletividade, estabilidade e aplicacdo em amostras
reais. Essa arquitetura nao foi observada nos trabalhos citados e a utilizacdo do FAD como
biorreceptor para a DA tem 0 objetivo de tornar o biossensor seletivo e diminuir o seu

custo em relagéo a biossensores enzimaticos.

3. OBJETIVOS
Desenvolver um biossensor eletroquimico a partir de filmes finos de
nanoparticulas de ouro funcionalizadas com a biomolécula FAD, para deteccdo de

dopamina.
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3.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

4.

Realizar a sintese das nanoparticulas de ouro, por reducdo quimica, estabilizadas com
glutationa;

Funcionalizar as AUNPs-GS com FAD pelo método de EDC/NHS;

Caracterizar as AuUNPs-GS e o0 conjugado AUNP-GS-FAD pela técnica de
espectroscopia de UV-Vis e de fluorescéncia;

Modificar as superficies do substrato de ouro a partir do método SAM utilizando a
molécula 11-Mua;

Fabricar filmes a partir da técnica LbL utilizando os polieletrélitos PEI, conjugado
AuNPs-GS-FAD;

Caracterizar a sintese e funcionalizacdo das AuNP-GS bem como a interacdo e
adsorcdo dos materiais no substrato, por espectroscopias UV-Vis e Fluorescéncia.
Caracterizar a morfologia dos filmes nanoestruturados a partir da microscopia de forca
atdbmica (AFM, do inglés atomic force microscopy);

Identificar as caracteristicas estruturais em relacdo a grupos funcionais e ligagdes
quimicas presentes no biossensor através da técnica de infravermelho por
transformada de Fourier (FTIR, do inglés infrared by Fourier transform);
Caracterizar o comportamento eletroquimico dos filmes nanoestruturados por
voltametria ciclica (VC);

Avaliar o dispositivo como unidade sensorial para deteccdo de DA a partir do método
de voltametria de pulso diferencial (DPV) com relagdo a sua sensibilidade, limite de
deteccdo, limite de quantificacdo, seletividade, estabilidade e aplicacdo em amostra

bioldgica.

MATERIAIS E METODOS

4.1. MATERIAIS

Os materiais utilizados para construgé@o do filme foram:
e Polieletrolito catiénico poli(etilenoimina) (PEI), 50% m/V em agua);
e 11-Mua (&cido 11-mercaptoundecandico) (95% de pureza, MM=218,36 g
mol™);
e Cloridrato de dopamina (DA, M = 189,64 g mol™);
e Flavina adenina dinucleotideo sal de disodio hidratado (FAD, 95% HPLC,
MM = 829,51 g mol™);



42

Para a sintese das AuNPs utilizamos:

Sal de ouro (cloreto de ouro triidratado, pureza de 99,9%, MM = 393,83 g
mol?);

Borohidreto de sddio (NaBH4, pureza de 98,0%, MM = 37,83 g mol™);
Glutationa (GSH) (MM = 307,32 g mol™);

Cloridrato de N- (3-dimetilaminopropil) - N’-etilcarbodiimina (EDC)
(MM = 191,70 g mol™Y);

N-hidroxisuccinimida (NHS) (MM = 115,09 g mol™, pureza = 98%);
Hidroxido de sédio (NaOH, MM = 40,00 g mol™).

Também foram utilizados os materiais:

Sal de fosfato monobasico (KH2PO4, MM = 136,09 g mol™, pureza 99%);
Sal ferricianeto de potéssio (KsFe (CN)e, pureza 99%);

Alcool etilico (Anidrol, teor = 95%, MM = 46,07 g mol™?);

Acetona (Synth, teor = 99,5%, MM = 58,08 g mol™);

Acido cloridrico (HCI) (Synth, teor = 36,5-38,0%, MM = 36,46 g mol™);

Peroxido de hidrogénio (H20.) (Synth, teor = 29,0%, MM = 34,01 g mol
1)’

Hidroxido de amonio (NH4OH) (Anidrol, dosagem = 28 — 30%, MM =
35,05 g mol™).

Na Figura 11 é possivel observar a estrutura quimica dos materiais: PEI, FAD,

11-Mua e glutationa.
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Figura 11: Estrutura quimica do Poli(etilenoimina) (PEI), Flavina adenina dinucleotideo
(FAD), &cido 11-mercaptoundecanoico (11-Mua), glutaiona (GSH).
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4.2. PREPARO DAS SOLUCOES
O tampéo fosfato com pH 7,4 foi preparado com:
e 0,1 mol L't de KH2PO4 solubilizado em agua ultrapura,
e 0 pH foi ajustado com uma solugdo de 0,1 mol L de NaOH em &gua
ultrapura.
As demais solucgdes foram preparadas com as seguintes concentragdes:
e PELL1mgmL7Y;
e FAD: 0,48 mmol L?;
e DA:42 mmol L e 42 umol L
e EDCeNHS:1mgmL™,
Todas estas solugdes foram solubilizadas em tampéo fosfato pH 7,4.
A solucdo de 11-Mua foi preparada com a concentragio de 5,0 mmol L

solubilizada em alcool etilico.

4.3. SINTESE DAS AUNP-GS E FUNCIONALIZACAO COM FAD
Para a sintese das AuUNP-GS foi utilizado o procedimento descrito por Brifias et
al. (2008): uma solugdo de 1 mL de HAUCI4 a uma concentragéo de 0,025 mol L™* foi

misturada, sob agitacdo, a uma solucgio de 7,8 mL de GSH a 0,019 mol L. O pH foi
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ajustado para 8,0 com uma solucéo de 1 mol L de NaOH e entdo o NaBH (0,052 mol
L) foi adicionado gota a gota a solugdo até atingir a reducdo do Au e formacéo das
nanoparticulas, que é visualizada pela mudanca de coloracdo da solucéo, a qual passa de
translucida para vermelho escuro.

A funcionalizagdo da AuNP-GS com o FAD foi realizada com 720 puL de AuNP-
GS, 72 puL de EDC, 72 pL de NHS; essa dispersdo foi agitada por 30 minutos e,
posteriormente, foram adicionados 183 pL de FAD, seguido de mais 30 minutos de

agitacdo para funcionalizagdo adequada (COSTA, 2017).

4.4. LIMPEZA DOS SUBSTRATOS

O substrato de quartzo utilizado para a caracterizacdo por espectroscopia de UV-Vis
e para molhabilidade, foi limpo pelo método de hidrofilizagdo. Primeiramente o0s
substratos foram imersos por 1 minuto em etanol e limpos com uma haste flexivel,
imersos por mais um minuto em agua ultrapura e depois por mais um minuto em acetona
e limpos com haste flexivel, finalizando com imersdo por 1 minuto em &gua ultrapura.

Apos esse procedimento uma solugdo de (NHsOH:H202:H20) nas proporgdes de
1:1:5 (VIVIV). Os substratos foram imersos nessa solucdo e aquecidos a 75° C por 10
minutos, posteriormente, foram imersos por um minuto em &gua ultrapura a temperatura
ambiente e entdo imersos em uma segunda solucdo de (HCI:H202:H20) nas proporgdes
de 1:1:6 (V/V/V) por 10 minutos e em seguida imersos por 1 minuto em agua ultrapura.

Os substratos de ouro foram imersos por 30 segundos em acetona, entdo imersos por
30 segundos em agua ultrapura, depois por 30 segundos em etanol e finalmente por mais

30 segundos em agua ultrapura.

4.5. CONSTRUCAO DO FILME
Para a construgdo dos filmes foram utilizadas as técnicas de: (i) monacamada
automontada (SAM, self-assembled monolayer) e, (ii) de camada por camada (LbL, do

inglés Layer-by-Layer). Essas técnicas sdo descritas a seguir.

4.5.1. Monocamadas automontadas
A construcdo de monocamadas automontadas (SAM, do inglés self-assembled
monolayer) é um dos métodos mais conhecidos e estudados na modificacdo de

superficies. As SAMs sdo formacgOes espontaneas de estruturas complexas sobre um
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substrato sélido. A adsorcdo da molécula na superficie pode ocorrer pela ligacéo

covalente de um atomo especifico da molécula com a superficie. (CARVALHAL, 2005).

O grau de organizacdo e a estabilidade da SAM serdo influenciados por: (i)
caracteristicas do substrato, como o seu material e a rugosidade da superficie; (ii)
quimissorcdo do grupo polar da molécula no substrato, que devem possuir grande
afinidade, formando uma interacdo forte; (iii) o tempo de adsorcdo, (iv) o solvente
utilizado, que deve ser capaz de solubilizar a molécula de interesse e ndo apresentar
tendencia de incorporagdo no sistema bidimensional (CAO, 2004).

O modelo mais utilizado na fabricacdo de monocamadas pelo método de SAM ¢
baseado na interacdo de moléculas de tidis com um substrato de ouro. A interacdo da
molécula ocorre via 0 &tomo de enxofre, presente na molécula, que se liga covalentemente
ao ouro. A medida que as moléculas sio adsorvidas na superficie do substrato, essas se
organizam homogeneamente e preferencialmente inclinadas. A organizacdo das
moléculas pode levar a um determinado angulo de inclinacdo, que ird depender de
caracteristicas especificas da molécula como, por exemplo, 0 tamanho da cadeia
carbodnica da molécula. (SCHREIBER, 2000). A Figura 12 ilustra a formacdo da SAM

sobre o substrato de ouro.

Figura 12: Esquema da inclinacdo das moléculas formadoras de SAM.
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Fonte: adaptado de Schreiber, 2000.

A formagdo da monocamada de 11-Mua é um processo que pode ser dividido em
duas etapas. A primeira é bastante rapida, ocorrendo em poucos minutos, governada pela
adsorcéo do grupo tiol ao substrato de ouro, atraves de uma ligacéo covalente. Nesta etapa
a espessura da monocamada ira atingir cerca de 80-90% de seu valor final, no entanto, a
monocamada formada sera desorganizada e pouco compacta. A cinética da segunda etapa
é mais lenta, podendo durar varias horas, e € governada pelas interacdes entre as cadeias

alquilas de moléculas vizinhas, como forcas de Van der Waals e dipolo-dipolo. Essas
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forgas intermoleculares fardo com que a monocamada se organize, adquirindo seu angulo
de inclinacdo e, expondo espacos no substrato que ainda ndo foram cobertos,
possibilitando que novas moléculas vindas da solugdo possam interagir com 0 ouro e,

entdo, formar uma monocamada organizada e compacta (ULMAN, 1996).

4.5.2. Técnica de fabricacao de filmes camada-por-camada

A técnica de camada por camada (LbL, do inglés layer by layer) consiste na
adsorcéo espontanea de moléculas contidas em uma solucgéo via interagdes mais fracas,
por exemplo interacBes de Van der Waals e eletrostaticas, que diferentemente da SAM &
formada a partir de ligagdes covalentes entre a molécula e o substrato. O método LbL foi
desenvolvido em 1992, pelos pesquisadores Decher, Hong e Schmitt e tem sido
extensivamente utilizada por ser uma técnica simples, de baixo custo (DECHER; HONG;
SCHMITT, 1992; DECHER, 1997).

Como mencionado anteriormente, a técnica LbL é muito simples e necessita
apenas de béqueres e pinca para fabricacdo dos filmes. Brevemente, um substrato é imerso
em uma solucdo contendo um polieletrélito positivo, permanecendo por um determinado
periodo, para adsorcdo do material na superficie do substrato. Posteriormente, o substrato
é removido desta solucédo e imerso em uma solucgéo de lavagem, para remocao do excesso
de material fracamente adsorvido. Ressalta-se que o processo de lavagem também evita
a contaminacdo entre uma solucdo e outra. Em seguida, 0 substrato € imerso em outra
solucdo de polieletrélito, de carga oposta por um determinado periodo, seguido do
processo de lavagem. Esse procedimento pode ser repetido diversas vezes, até obter o
namero de camadas desejada. A Figura 13 ilustra um esquema representativo de todas as
etapas de fabricacdo de filmes pela técnica LbL (DECHER, 1997; OLIVEIRA Jr., 2015).

Figura 13: Esquema do procedimento da técnica LbL e da formacdo da camadas de

polieletrélitos catibnicos e aniénicos.
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Fonte: elaborado pela autora.

4.5.3.Construcéo do filme Au/11-Mua/PEI/AuUNP-GS-FAD

Para formagdo da SAM o substrato de ouro foi imerso por 16 horas em
temperatura ambiente, entdo lavados com etanol e dgua ultrapura por 30 segundos.

Para a construcdo da camada de PEI, a partir da técnica LbL, o substrato foi imerso
em uma solucéo de 0,5 mg mL* de PEI por 5 minutos, entdo lavamos em tampao fosfato
pH 7,4 por 30 segundos. Os tempos de imersdo na solucdo de 11-Mua e de PEI foram
definidos com base em trabalhos anteriores do grupo de pesquisa (CAMILO et al., 2019;
MIYAZAKI etal., 2016).

Para as bicamadas de PEI/AUNP-GS-FAD o substrato foi imerso novamente por
5 minutos na solucéo de PEI e lavado em tampdo PBS, pH 7,4. Posteriormente o substrato
foi incubado por 50 minutos na geladeira imerso na disperséo de 100 uL AuNP-GS-FAD
com 700 pL de tampdo fosfato pH 7,4. Por fim, o substrato foi lavado em tampéo por 30

segundos (processo resumido nas Figuras 14 e 15).

Figura 14: Sequéncia de adsorc¢do e lavagem do filme nanoestruturado pelas técnicas de

SAM e LbL.

11-Mua 5 mmol L' Etanol Aguaultrapura  pgj 1 mg mL? PBS pH 7,4 AuNP-GS-FAD PBS pH 7,4

16horas 30s 30s 5 min 30s 0,005 mg L* 30s
N AN 50 minutos /
SAM LbL

Fonte: Elaboradora pela autora.
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Figura 15: Esquema da sintese da AuNP-GS funcionalizagdo com FAD e arquitetura do
biossensor.
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4.6. METODOS DE CARACTERIZAGCAO

4.6.1. Caracterizacéo por Espectroscopia de UV-Vis

A sintese da nanoparticula e o crescimento do filme foram monitorados através
da espectroscopia de UV-Vis, utilizando de um espectrofotdometro Thermo Scientific,
Genesis 10uv Scanning, com resolucdo de comprimento de onda de 3 nm, alocado no
FINEP 1, laboratério de Materiais da Universidade Federal de Sdo Carlos (UFSCar),
campus Sorocaba. Para a caracterizacdo das solucdes de AUNP-GS e do complexo AuNP-
GS-FAD utilizamos uma cubeta de quartzo com caminho 6tico de 10mm e substratos de
quartzo para os filmes.

4.6.2. Caracterizacao por Espectroscopia de Fluorescéncia

A funcionalizacdo das AUNP-GS com o FAD foi estudada por espectroscopia de
fluorescéncia utilizando um espectrofluorimetro RF-5301pc, Shimadzu, alocado no
FINEP 1, laboratério de Materiais na UFSCar, campus Sorocaba. Os parametros
utilizados foram: (i) resolucdo de 0,2 nm, (ii) comprimento de onda de excitacdo em 260

nm, (iii) velocidade de escaneamento média, (iv) intervalo de amostragem de 0,2 nm, (v)
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sensibilidade alta, (vi) faixa de comprimento de onda de 300 a 700 nm e (vii) largura de
fendas de 3 nm em excitacdo e em emissdo. Foi utilizado uma cubeta de quartzo com

comprimento optico de 10 mm.

4.6.3. Caracterizagéo por Microscopia de Forca Atdmica

Foi monitorado o crescimento de cada camada do filme sobre o substrato de ouro
através da medida de altura e de rugosidade, realizada em um AFM da empresa Bruker,
com controlador MultiMode V e médulo picoforce, alocado no FINEP 3, no laboratorio
de Ciéncias dos Materiais na UFSCar, campus Sorocaba. A ponta utilizada foi uma
FESPA-V2, com frequéncia de 75KHz, raio da ponta de 8 nm e constante de mola (K) de
2,8 N/m (dados nominais), modo contato. Essa caracterizacao foi feita em parceria com

o laboratério de Nanoneurobiofisica, liderado pelo professor Dr. Fabio de Lima Leite.

4.6.4. Caracterizacdo por espectroscopia no infravermelho por transformada de
Fourier (FTIR)

A caracterizacdo estrutural dos filmes foi realizada utilizando espectroscopia de
infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) Nicolet summit IR 200 FTIR em
modo de reflectancia, utilizando varreduras de 24,0, resolugdo nominal de 8,0 cm™, na
faixa de 500 a 4.000 cm™. O equipamento estd alocado no FINEP 1, laboratério de

Materiais na UFSCar, campus Sorocaba.

4.6.5. Caracterizacao e deteccdo eletroquimica

A caracterizagdo eletroquimica do filme foi realizada por VC e a atividade
sensorial dos filmes foi avaliada por DPV, ambas realizadas em um potenciostato
galvanostatico da AutoLab modelo PGSTAT30 e software NOVA 2.1, alocado no FINEP
1, laboratério de Materiais na UFSCar, campus Sorocaba. Utilizamos uma célula
eletroquimica com 3 eletrodos, um eletrodo de referéncia de calomelano, um eletrodo
auxiliar de platina e um eletrodo de trabalho. O eletrolito suporte utilizado para as
medidas de deteccéo foi o tampéo PBS, pH 7,4, e para as medidas de VVC foi utilizada
uma solugdo de KCI 0,1 mol L™ com 5,0 mmol L de KsFe(CN)e.
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4.6.6. Técnicas eletroquimicas

A eletroquimica € uma éarea da fisico-quimica que estuda as reacdes de
transferéncia de elétrons e a conversdo de energia quimica em energia elétrica. Os
sensores eletroquimicos sdo os mais difundidos na literatura, tendo uma média de mais
de 4 mil artigos publicados por ano, nos ultimos 5 anos (LIMA; PEREIRA; FERREIRA,
2020; LIMA et al., 2020; SILVA et al., 2019; LUCENA et al., 2018; BARROSA et al.,
2017; ILKHANI; FARHAD, 2018; FERNANDES; BUENO et al., 2017; MASCAGNI
et al., 2016; EGUILAZ et al., 2015; RUBIN et al., 2014; MOREIRA et al., 2013;
FATEMI et al., 2012; PAULOVICH et al., 2011) A tabela X mostra os resultados da
quantidade de artigos encontrados quando digitamos a expressdo “electrochemical

sensor” na base de dados Web of Science para cada ano.

Tabela 1: Quantidade de artigos encontrados na plataforma Web of Science para a
expressdo “electrochemical sensor” por ano nos ultimos 5 anos.

Ano Artigos
2021 2.367
2020 5.679
2019 5.430
2018 4.637
2017 4181

Esses sensores sdo0 maximamente utilizados por serem de baixo custo, possuirem
resposta rapida, produzirem pouco residuo em relacdo a métodos analiticos como a
cromatografia, por exemplo, além de serem dispositivos pequenos, muitas vezes portateis
(BRETT; BRETT, 1993).

Existem vérias técnicas eletroquimicas com aplicabilidade diferentes. A
voltametria ciclica, por exemplo, possui grande importancia para as caracterizagdes de
eletrodos, ja as técnicas mais sensiveis como a voltametria de pulso diferencial, a
espectroscopia de impedancia eletroquimica e a cronoamperometria sdo mais utilizadas
como técnicas analiticas (OLIVEIRA Jr. et al., 2015).

As medidas eletroquimicas séo realizadas em uma célula eletroquimica, composta
por um eletrodo de trabalho (sensor especifico), um eletrodo de referéncia, um contra-

eletrodo (ou eletrodo auxiliar) e um eletrolito suporte. O de referéncia pode ser de
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calomelano saturado (SCE), Ag/AgCl ou de hidrogénio. Essa célula é conectada ao
potenciostato, que ira aplicar um potencial determinado ao eletrodo de trabalho para
medir a corrente elétrica gerada pelas reacdes eletroquimicas que ocorrem na interface
eletrodo/solucdo. A corrente elétrica percorre o caminho do eletrodo de trabalho para o
contra-eletrodo. J& o eletrodo de referéncia que, como o préprio nome diz, mantém seu
potencial estavel para que sirva de referéncia para o sistema. A célula é preenchida com
o eletrolito suporte, que deve possuir concentracdo de sais 100 vezes mais concentrado
do que o analito que sera analisado. Essa solugdo ira permitir a transferéncia de corrente
entre os eletrodos da célula. A Figura 16 ilustra os componentes de uma ceélula
eletroquimica (ALEIXO, 2003).

Figura 16: Esquema de uma célula eletroquimica com seus 3 eletrodos. (A) Eletrodo de
referéncia, (B) Eletrodo de trabalho, (C) Contra-eletrodo, (D) Eletrélito suporte ou

solucdo eletrolitica.

A

Fonte: Elaborado pela autora.

Os processos de oxirreducdo na célula eletroquimicas sdo regidos por 3
mecanismos: (i) transferéncia de massa: movimentacdo do analito da solucdo para a
superficie do eletrodo, (ii) transferéncia de carga: transferéncia de elétrons na interface
eletrodo/solucao, (ii) reagdes quimicas que podem preceder ou anteceder a transferéncia
de carga (ALEIXO, 2003).

A transferéncia de massa pode ocorrer de 3 maneiras:
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e Migracdo: na qual ocorre 0 movimento de espécies carregadas na solucéo
que sdo, as quais sdo atraidas ou repelidas pela carga do eletrodo de
trabalho. Esse processo € minimizado pela utilizagdo de um eletrolito
suporte com alta concentragéo de ions;

e Convecgdo: na qual o movimento de moléculas na solucdo é gerado por
perturbacdo mecanica. A conveccao € impedida quando sdo cessados 0s
processos de agitacdo ou borbulhamento dentro da solucdo;

e Difusdo: caracteriza-se como um processo de transferéncia de massa, pois
se trata do movimento do analito em direcdo ao eletrodo de trabalho,
devido a formacdo de um gradiente de concentracdo, formado pela
oxidacdo do analito e acimulo da forma reduzida na superficie do sensor.

O mecanismo de transferéncia de carga na superficie do eletrodo gera uma
corrente total que pode ser dividida em duas: (i) corrente capacitiva e (ii) corrente
faradaica.

A corrente faradaica é a corrente gerada especificamente pela reacao redox entre
o0 analito e o eletrodo de trabalho. A corrente capacitiva, por sua vez, € aquela utilizada
para carregar a dupla camada elétrica que se forma na interface eletrodo/solucéo. De
acordo com o0 modelo de Helmholtz e Gouy-chapman essa camada se forma por conta da
carga do eletrodo. As moléculas na solucdo irdo formar uma dupla camada com carga
oposta a do eletrodo em sua superficie a fim de neutralizar a carga do sistema. Essa
camada é bastante compacta e imdvel. Em uma solucdo sem agitacdo ela pode ter de 0,3
a 0,5 mm, enquanto que em agitacdo essa espessura cai para 0,01 a 0,00lmm (BRETT e
BRETT, 1993).

Nas técnicas voltamétricas, o sinal emitido, ou seja, a corrente elétrica resultante,
é correlacionada com a concentracao do analito na solucdo, com a vantagem de que varias
substancias podem ser detectadas juntas, desde que possuam potencial de
oxidagéo/reducdo diferentes (OLIVEIRA Jr., et al., 2015).

4.6.6.1. Voltametria ciclica (VC)

A voltametria ciclica (VC) é a principal técnica eletroquimica utilizada para
obtencdo de medidas qualitativas. A partir desta é possivel, por exemplo, caracterizar os
processos redox que ocorrem no sistema quanto a sua reversibilidade (reversivel,

irreversivel e quase reversivel), quantificar a area eletroativa do eletrodo, calcular a
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constante heterogénea de transferéncia de elétrons (k%) e caracterizar os potencias de pico
de oxidacdo/reducdo de um analito, entre outras informaces (NICHOLSON, 1965;
BRETT, 1993; PACHECO, et al, 2013).

O método consiste na aplicacdo de um potencial inicial, no qual ndo ocorre
nenhum processo redox, e esse potencial serd alterado de maneira linear no sentido
negativo (catodico), assim ocorrerd a reducdo do analito em solucdo, esse potencial
continua a avancar até o momento em que ndo haja mais nenhuma reagdo redox, e
finalmente, o processo retornaré ao valor inicial pelo sentido contrério. Esse ciclo pode
ser repetido quantas vezes forem necessarios (PACHECO, et al., 2013).

Os principais parametros extraidos de um voltamograma ciclico sdo: (i) Epa:
potencial de pico anddico, (ii) Epc: potencial de pico catodico, (iii) ipa: corrente de pico
anodico (oxidacdo), (iv) ipc: corrente de pico catddico (reducdo), (v) AEp: diferenca entre
0 Epa e Epc. Esses serdo utilizados posteriormente para a caracterizacdo dos processos
redox na superficie do eletrodo e para calcular a area eletroativa do biossensor, além de
comparar 0 desempenho eletroquimico de cada uma das etapas de modificacdo do
substrato. A Figura 17 ilustra o grafico representativo da aplicagcdo do potencial com
varredura em funcdo linear na VC e o voltamograma ciclico tipico obtido para um

processo redox reversivel (SOUZA, 2011).

Figura 17: (A) Gréfico representativo da aplicacdo do potencial com varredura linear em
funcdo do tempo. (B) Voltamograma tipico obtido para um processo redox reversivel.
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Fonte: Adaptado de Pacheco, 2013.
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4.6.6.2. Voltametria de pulso diferencial (DPV)

A voltametria de pulso diferencial (DPV, do inglés differential pulse voltammetry)
também inicia em um potencial onde ndo ha qualquer reacéo redox do analito em solucdo.
Entretanto, neste método, o potencial ird variar em pulsos, na forma de degraus, e a
medida de corrente é feita duas vezes, uma antes da aplicacdo do pulso (l1) e outra no
final do pulso (I2), e por fim, a primeira medida é subtraida da segunda (BARD;
FAULKNER, 2001).

O mecanismo de voltametria de pulso faz com que a corrente capacitiva (variagéo
da carga na dupla camada elétrica do eletrodo de trabalho (ic)) seja extinguida de maneira
mais rapida que a corrente faradaica (corrente resultante da interacdo entre o eletrodo e o
analito (if)). Dessa forma a DPV se torna mais sensivel e mais adequada a medidas
quantitativas do que a voltametria ciclica (BARD; FAULKNER, 2001) .

Os parametros que devem ser otimizados na DPV sdo os seguintes: amplitude de
modulacdo (a), incremento de varredura (step), tempo de aplicacdo do potencial (t),
periodo (p). A aplicacdo do potencial na DPV pode ser melhor interpretada a partir da
Figura 18(A).

Figura 18: Gréaficos de: (A) potencial aplicado em fun¢do do tempo em uma voltametria

de pulso diferencial e, (B) parametros obtidos a partir de um voltamograma de pulso

diferencial.
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No voltamograma da DPV € possivel observar o potencial de pico (Ep) e a corrente
de pico (lp). O Ep é caracteristico do analito estudado, mas também das condicfes
circundantes, como o pH, a temperatura, a natureza do eletrolito suporte e do eletrodo de

trabalho. Ja a corrente pode ser relacionada com a concentragdo do analito na solucéo,
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sendo a intensidade de corrente ou area total do pico proporcional a concentracdo das

espeécies oxidadas ou reduzidas na interface do eletrodo (PACHECO et al., 2013) .

5. RESULTADOS E DISCUSSOES
5.1. CARACTERIZACAO POR ESPECTROSCOPIA DE UV-VIS

As AuNPs foram sintetizadas em pH 8,0 de acordo com Brifias et al. (2008). Ap6s
a adicdo da GSH ao HAuUCI, a solugéo torna-se esbranquicada (Figura 19 b), resultado da
complexacéo dos ions de Au* com a GSH, através do seu grupo tiol que forma uma
ligacdo estavel com o ouro. O ajuste do pH de 3,0 para 8,0, realizado com a solucdo do
NaOH (1,0 mol L), torna a solugéo translicida (Figura 19 c), pois o aumento do pH
diminui o tamanho dos polimeros formados pelas moléculas de GSH. Por fim apés a
adicdo do NaBHjs a solucdo torna-se vermelho escuro, pela formagéo das nanoparticulas
de ouro (Figura 19 d-f). As mudancas na coloracdo da solucdo durante a sintese das

AuUNPs podem ser observadas na Figura 19.

Figura 19: Fotos da sintese das AuNPs. (A) HAuCls em agua. (B) HAuCl; com GSH em
pH 2,5. (C) HAuCls com GSH em pH 8,0. (D), (E) e (F) formacao das AuUNPs-GS apds
adicédo de borohidreto.
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O processo de formacao das AUNP-GS esta descrito na Figura 20. Primeiramente
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o Au®" se associa a duas moléculas de GSH através dos atomos de enxofre e é reduzido a
Au'* (A) e (B), entdo é formada uma estrutura polimérica (C) e (D) entre o Au'* e as
moléculas de GSH. O tamanho das estruturas poliméricas é dependente do pH como
resultado das forcas de repulsdo entre os polimeros, essa forca é menor em valores de pH

menores, por esse motivo AuNP sintetizadas em pH menores sdo de tamanhos maior. Por
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fim a adigdo do NaBHa reduz o ouro Au'* a Au® e sdo formadas as nanoparticulas com
tamanhos controlados (D) (BRINAS et al., 2008).

Figura 20: Esquema da formacéo das AuNP-GS pela associacio de Au** com GSH e

reducdo por NaBHa.
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A caracterizacdo por espectroscopia de UV-Vis foi utilizada para investigar as
propriedades oOpticas das AuNP-GS. Conforme mostrado na Figura 21, as AuNP-GS
apresentam uma banda absorbancia em 529 nm atribuida a banda LSPR caracteristica das
AuNPs (AMENDOLA; MENEGHETTI, 2009; JENCY etal., 2018; MORAWSKI et al.,
2021).
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Figura 21: Espectro de absorbancia UV-Vis da dispersdo de AuNP-GS (30 mg L) em
agua ultrapura sintetizadas em pH 8,0.
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As AuNPs-GS foram armazenadas na geladeira em frasco ambar por 3 meses. O
controle da estabilidade foi realizado por espectroscopia de UV-Vis. Essa estabilidade é
resultante da associacdo com a GSH que protege as AuNPs de formar agregados. A GSH
possui dois grupos carboxila (-COOH) e um amina (-NH>) em sua estrutura, o que fornece
uma interface hidrofilica as AUNPs (CHAI et al., 2010).

A Figura 22 ilustra os espectros de absor¢do do FAD: 1 mmol L e das AUNP-GS
funcionalizadas com FAD (inset). As solucdes foram feitas em tamp&o PBS 0,1 mol L,
pH 7,4. O espectro mostra que o FAD possui 4 bandas de absorbancia, sendo elas em 210
e 265 nm caracteristicas da isoaloxazina, um cromoforo fortemente amarelo, e as bandas
em 375 em 450 nm, que indicam que o FAD se encontra na forma oxidada em pH 7,4
(MALINOWSK]I, et al., 2007).

Apos a funcionalizagéo das AUNP-GS com EDC/NHS e FAD, foram identificadas
as bandas de absorbancia em 365 e 450 nm atribuidas ao estado oxidado do FAD, como
pode ser observado na Figura 22(b). A banda em 375 nm caracteristica do FAD livre
sofreu um deslocamento de 10 nm para a regido do azul apés a imobilizagcdo do FAD
sobre as AuNP-GS. Um deslocamento semelhante foi observado por Voicescu et al.
(2021) durante a ancoragem do FAD sobre Dextran 70 e fosfatidilcolina. Esse
deslocamento, portanto, indica que a ancoragem do FAD nas AuNP-GS foi bem sucedido.

Nao foi observado deslocamento na banda em 450 nm.
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Figura 22: (a) Espectros de absor¢do UV-Vis do FAD: 1 mmol L (linha amarela). (b)
UV-Vis das AuNP-GS-FAD.
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A forma oxidada do FAD possui 2 orbitais m totalmente preenchidos na banda de
valéncia. A banda de conduc¢do do FAD é ocupada pelos orbitais antiligantes nz € s, cOMo
ilustrado pela Figura 23(a). A medida que o FAD é reduzido & FADH, o orbital n3 é
preenchido com 2 elétrons. A Figura 23(b) ilustra a mudangca na estrutura
dos centros N s = C 44 (ligacdo imina) e ligacdo entre C 42 —C 1a (ligacdo de etileno) do
anel isoaloxazina (MONDAL; SCHWINN; HUIX-ROTLLANT, 2020).

Figura 23: Exemplificacdo dos estados de energia de acordo com o estado de oxidacao
do anel isoaloxazina do FAD. (a) estado de energia dos elétrons nos orbitais m do anel
1soaloxazina do FAD, (b) estrutura do anel de isoaloxazina do FAD de acordo com os

estados de oxidagao.
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Fonte: Adaptado de (MONDAL; SCHWINN; HUIX-ROTLLANT, 2020).
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As AuNP-GS e AuNP-GS-FAD foram testadas ao longo do trabalho como
sensores colorimétricos para DA através da analise por UV-V, no entanto néo foi possivel
observar alteracdo no espectro de absorbancia a medida que a DA era adicionada, por
esse motivo endossamos a importancia da aplicagdo em sensor eletroquimico da que a
arquitetura desenvolvida.

A fim de estudar as propriedades dpticas do filme construido com as AuNP-GS-
FAD, foram depositadas sobre um substrato de quartzo uma camada de PEI e uma de
AUNP-GS-FAD, seguindo o protocolo descrito na secdo 4.5.3. Na Figura 24 é possivel
observar 0 espectro de absorbancia do filme com as bandas em 365 e 450nm
caracteristicas do FAD e a banda de LSPR em 550 nm das AuNP-GS. Nesta mesma
Figura esta normalizado o espectro de absorbancia das AUNP-GS-FAD em solucdo. As
AUNPs-GS-FAD aderidas a superficie sélida tiveram sua banda LSPR deslocada em 21
nm, de 529 para 550 nm. Tal deslocamento é caracteristico da formacdo de agregados de
AUNPs que apresentam comprimento de onda de absorbancia maiores e um alargamento
da banda, ambos dependentes da distancia entre as particulas que formam o agregado. A
intensidade e a posicdo da absorbancia méaxima refletem a extensdo da agregacéo,
resultante do acoplamento de plasmons de superficie entre particulas proximas
(HRAPOVICetal., 2003; FREDERIX etal., 2003). Ressalta-se que a fabricacao do filme

foi realizada em duplicata.

Figura 24: Espectro de absorcdo de UV-Vis do filme na arquitetura: quartzo/PEI/AuNP-
GS-FAD.
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5.2. CARACTERIZAC}AO POR ESPECTROSCOPIA DE FLUORESCENCIA
As flavinas possuem uma fluorescéncia intrinseca, relacionada a sua capacidade
de excitacdo préximo ao comprimento de onda em 365 nm. Essa fluorescéncia atinge seu
méaximo na forma neutra dos trés estados de oxidacdo, sendo que a forma catibnica é
praticamente ndo fluorescente. Tendo em vista que a forma neutra é a encontrada no pH
fisioldgico, a fluorescéncia do FAD é de interesse no monitoramento de processos
oxidativos (DROSSLER, HOLZER, PENZKOFER, 2002).
A Figura 25 apresenta espectro de fluorescéncia da solucédo de FAD: 0,48 mmol
L (linha preta), suspensdo de AuNP-GS (linha rosa) e suspensio de AuNP-GS-FAD
(linha azul) com comprimento de onda de excitagcdo 260 nm, todos os experimentos foram

realizados em solucéo aquosa (62,0 mg L1).
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Figura 25: Espectros de emisséo de fluorescéncia pelas suspensoes de FAD (linha preta),
AUNP-GS-FAD (linha rosa) e AuNP-GS (linha azul) (A). Espectros de fluoresciencia
normalizados (B). Todas as suspensdes foram feitas em &gua ultrapura, pH ~ 6,0.
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Assim como esperado a suspensdo de AUNP-GS ndo apresentou emissdo de
fluorescéncia. A solucdo de FAD possui alta fluorescéncia, com intensidade proxima a
900 U.A. (unidades arbitrarias), ja& a suspensdo de AUNP-GS-FAD apresentou
fluorescéncia muito menor (~40 U.A.). A diminuicdo na fluorescéncia AuNP-GS-FAD
em relagdo ao FAD livre pode ser explicada pela diminuicéo significativa. Esse processo
pode ocorrer por 3 mecanismos, a desativacao colisional, a transferéncia de elétrons e
transferéncia de energia de ressonancia. Segundo a teoria de Forster a transferéncia de
energia ocorre se o doador e aceptor de energia estiverem proximos o suficiente, com no
maximo 9 nm de distancia, e se os fétons emitidos pelo estado excitado do doador
puderem ser absorvidos diretamente pelo aceptor. O primeiro requisito € atendido quando
existe uma ligacdo covalente entre o aceptor e doador e 0 segundo quando o espectro de
emissdo de fluorescéncia da molécula doadora de energia se sobrepbe ao espectro de
absorbancia da molécula aceptora (ATKINS; PAULA, 2006). O espectro de emissao do
FAD ¢ de 520 nm e o de absorbancia das AUNP-GS de 529 nm. Fica claro que os dois
requisitos estdo sendo atendidos para gerar a reducdo de fluorescéncia do FAD no
conjugado AuNP-GS-FAD o que indica que a funcionalizacdo das nanoparticulas foi bem
sucedida. A sobreposicdo dos espectros de fluorescéncia do FAD e absorbancia das
AUNP-GS esta apresentada na Figura 26.
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Figura 26: Sobreposicao do espectro de fluorescéncia do FAD e espectro de absorbancia
das AuNP-GS.
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A banda intensa de emissdo de luz do FAD é caracterizada pela presenca da
isoaloxazina. O espectro de emissdo do FAD indica o estado que ele se encontra, pois em
seu estado oxidado possui um pico de emissdo de 520 nm, enquanto quando reduzido o
espectro é deslocado para valores menores, e fica proximo a 450 nm (GALBAN, et al.,
2016). Dessa forma, com o pico de 520 nm, é possivel observar no espectro normalizado
apresentada na Figura 26 (b) que ndo houve deslocamento no espectro de emissao de
fluorescéncia das AUNP-GS-FAD, indicando que mesmo associado a AUNP-GS o FAD
continua em seu estado oxidado. A Figura 27 é uma foto da fluorescéncia do FAD em 4
concentragdes diferentes (a) 0,1 mol L2, (b) 0,01 mol L%, (¢) 0,001mol L2, (d) 0,0001mol
L, iluminadas com uma luz ultravioleta. O espectro de fluorescéncia do FAD

apresentado na Figura 25 ¢ equivalente a concentragéo de 0,01 mol L™,
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Figura 27: Foto das solucdes de FAD nas concentragdes de 0,1 mol L (a), 0,01 mol L™
(b), 0,001 mol L (c), 0,0001 mol L (d).

Durante a emissdo de luz sobre a molécula do FAD os elétrons presentes na
isoaloxazina sdo excitados e passam para um estado vibracional de maior energia, ou seja,
o elétron é transferido do orbital HOMO para o LUMO. Neste momento ha transferéncia
de elétrons da adenina para a isoaloxazina, a fim de estabilizar o orbital com elétrons
faltantes o elétron excitado que anteriormente era da isoaloxazina decai de forma
radioativa para o orbital da adenina, processo exemplificado na Figura 28 (GALBAN, et
al., 2016). Como nem toda energia absorvida pelo elétron decai na forma radioativa, um
pouco é perdido na forma de calor e 0 comprimento de onda da emissdo de fluorescéncia
é maior do que o de absorcdo. A diferenca entre eles é conhecida como deslocamento
Stokes (ESNAL, et al., 2012 apud NUNES, 2019, p. 3), que neste caso foi de 260 nm. A
maioria das moléculas absorvem luz no ultravioleta, mas algumas possuem um
deslocamento Stokes muito pequeno, com emissdo de fluorescéncia muito préximo ao
comprimento de onda de absorcdo. Esse comportamento dificulta a deteccdo de
fluorescéncia (ATKINS; PAULA, 2006; PAVONI; et al., 2014).

Figura 28: llustragdo da transferéncia redutiva de elétrons foto-induzida em FAD aquoso.
Em vermelho, os elétrons que inicialmente pertenciam para isoaloxazina (Iso); em azul,

elétrons que pertenciam inicialmente a adenina (Ad).
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Fonte: Galban, et al. (2016).

5.3. CARACTERIZACAO POR ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO POR
TRANSFORMADA DE FOURIER (FTIR)

Com o objetivo de identificar as caracteristicas estruturais quanto aos grupos
funcionais e ligagdes quimicas presentes no biossensor, foi realizada a caracterizacéo por
FTIR dos diferentes materiais que compdem a arquitetura do dispositivo bem como de
sua composicdo completa. Todas as etapas de caracterizacdo foram realizadas no
substrato de ouro. A monocamada de 11-Mua bem como a do biossensor completo foram
construidas com a mesma metodologia da apresentada na secdo 4.5.3. Para a
caracterizacdo dos demais materiais foi utilizada a técnica de casting (espalhamento de
uma da solucdo sobre o substrato). A Figura 29 apresenta os espectros de FTIR para o 11-
Mua.
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Figura 29: Espectro FTIR da monocamada de 11-Mua sobre o substrato de ouro.
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E possivel observar na Figura 29 uma banda larga em 3343 cm referente ao
estiramento -OH, caracteristico da umidade presente na amostra. Em 2939 e 2852 cm'™*
h& duas bandas discretas atribuidas aos estiramentos assimétrico e simétrico de CH>
respectivamente, referentes a cadeia alquila do 11-Mua. Uma banda bem definida em
1654 cm™ é associada a ligagdo C=0 e uma banda menor em 1265 cm™ ¢ atribuida ao
estiramento simétrico do grupo COO". Quando ndo esté associado fortemente ao ouro o
11-Mua possui uma banda menor em 2527 cm* caracteristica do grupo -SH. A auséncia
dessa banda no espectro da Figura 29 (regido circulada em vermelho) demonstra a

formagéo de uma ligacdo entre o S e o substrato de ouro (BHADRA et al., 2015).

A Figura 30 ilustra do espectro de FTIR do PEI. Neste espectro é evidente a
presenca de uma banda larga em 3360-3279 cm atribuida ao estiramento O-H e N-H
respectivamente, referentes a umidade existente na amostra e aos grupos amina da
estrutura do PEI, uma banda em 2954 e uma em 2839 cm™ caracteristicas dos
estiramentos assimétrico e simétrico dos grupos CH». A banda de intensidade média em
1475 cm? ¢ atribuida a ligagdo C-H. As bandas em 1309 cm® e em 1105 cm*
correspondem ao estiramento das aminas presentes na amostra. Também é possivel
observar uma banda bem definida em 1564 cm™ atribuida a ligagdo N-H (HUANG et al.,
2014; PAPAVLU etal., 2017; XU et al., 2017).
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Figura 30: Espectro FTIR do polieletrolito PEI, solugdo de 1mg mL™, sobre o substrato

de ouro.
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A caracterizacdo por FTIR da GSH e das AuNP-GS est4 apresentada na Figura
31. O espectro da GSH possui uma banda larga em 3272 cm™ associada a vibragio de
estiramento -OH e -NH, referentes a umidade presente na amostra e aos grupos amina da
estrutura da GSH. Uma pequena banda em 2540 cm™ é atribuida ao modo de estiramento
-SH que desaparece no espectro da AUNP-GS indicando a desprotonacéo do grupo tiol da
GSH e sua subsequente ligacdo nas AuNPs por meio do atomo de S (SILVER et al.,
1985). Uma banda discreta em 1720 cm™ é associada ao estiramento -C=0 do grupo
COOH e também esté ausente no espectro da AuNP-GS, o que indica a desprotonagéo do
grupo carbonila de GSH (BASU et al., 2007). A duas bandas bem definidas em 1532 e
1398 cm! sdo atribuidas aos modos de estiramento simétrico e assimétrico do grupo -
COO respectivamente. Por fim as duas bandas em 750 e 550 cm™ sdo atribuidas a
vibragdo de estiramento -C-S cm™ presente na cisteamina que ¢ um aminoacidos dentro
do peptideo GSH (BECHERI et al., 2007; JENCY et al., 2018).

A banda larga de reflectancia em 3349 cm™ ¢ atribuida a vibragdo O-H da
umidade presente na amostra. As bandas em 1588 e 1397 cm™ correspondem ao modo
simétrico e assimétrico de estiramento COO" da glutationa, respectivamente, que foram
deslocadas devido a ligacao entre GSH e AuNP, enquanto as bandas em 1309 e 1029 cm’

! representam a adesdo da GSH sob as AuNPs. Por fim, as bandas em 750 e 550 cm™
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tornam-se mais intensas devido a coordenacdo da GSH em associacdo com as AuNPs.
Portanto, as caracteristicas do espectro FTIR confirmam a ligacdo bem sucedida da GSH
na superficie das AuNPs (JENCY et al., 2018).

Figura 31: Espectro FTIR da GSH e das AuNP-GS sobre o substrato de ouro.
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A Figura 32 apresenta os espectros de reflectancia FTIR do FAD e das AUNP-GS-
FAD. O FAD possui muitas bandas caracteristicas devido a sua complexa estrutura
quimica, composta de muitos grupos funcionais. Sendo as bandas mais intensas a de 3381
cm™ atribuida ao estiramento O-H e N-H, a em 1654 cm™ caracteristica do estiramento
C=N do anel da adenina, em 1545 cm™ associada ao estiramento C-N do anel da
isoaloxazina, em 1249 cm™ atribuida ao estiramento assimétrico do grupo PO.; e
estiramento C-N e C-CH3 e a banda em 1079 cm™ atribuida a flexdo C-H (UEDA;
KOBAYASHI, 2004; DELFINO et al., 2017; VARGAS et al., 2019). A atribuicdo de

todas as bandas do FAD esta na Tabela 1.

Figura 32: Espectro FTIR do FAD e das AuNP-GS-FAD sobre o substrato de ouro.
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Tabela 2: Atribuicdo das bandas do espectro FTIR do FAD.

NuUmero de onda

3381 cm?
2960 cm'?
1711 cm?
1654 cm?

1577 cm?

1545 cm1
1459 cm!
1341 cm?

1249 cm!

1118 cm™
1074 cm?
955 cm'?
818 cmt
720 cm?

Atribuicao
Estiramento -OH, -CH e -NH
Estiramento simétrico de -CN

Estiramento C=0
Estiramento C=N do anel adenina

Estiramento C=C e C=N dos aneis de

adenine e isoaloxazina
Estiramento C-N do anel isoaloxazina
Estiramento C-N do anel isoaloxazina

Estiramento C-C e C-N

Estiramento assimétrico de PO~ e
estiramento -CN e C-CHs

Estiramento simétrico PO~
Flexdo -CH
Dobra -CH3
Estiramento C-C e flexdo C-N-C

Estiramento CHs e curvatura C=0
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O espectro de refletdncia FTIR das AuNP-GS-FAD, também apresentado na
Figura 32, exibe bandas caracteristicas da GSH e do FAD. A banda larga em 3345 cm™ é
atribuida a vibracdo OH e estiramento N-H, uma banda discreta em 2935 cm™ esta
associada ao estiramento simétrico e ligacdo -CH da estrutura do FAD, a banda intensa
em 1637 cm™ € caracteristico do estiramento C=N do anel adenina do FAD, outra banda
com a mesma intensidade em 1589 cm™ é referente ao estiramento C=C e C=N dos anéis
adenina e isoaloxazina do FAD. As bandas em 1536 e 1401 cm™ s&o atribuidos aos modos
assimétrico e simétrico da GSH, respectivamente, a banda em 1536 cm™ também ¢é
associado ao estiramento -CN do anel isoaloxazina do FAD, a banda 1314 cm™ ¢ atribuida
ao estiramento C-C e C-N do FAD, a banda larga dentro da faixa de 716 e 586 cm™ é
referente a vibracdo CS da GSH e ao estiramento CHs e curvatura C=0 do FAD. A
presenca de bandas associadas a GSH e ao FAD nesse espectro confirma a
funcionalizacdo das AUNP-GS com o FAD (UEDA; KOBAYASHI, 2004; DELFINO et
al., 2017; VARGAS et al., 2019).

A Figura 33 apresenta o espectro de reflectancia FTIR do filme Au/l11-
Mua/PEI/AuNP-GS-FAD. E possivel observar uma banda intensa em 3368 e 3360 cm™,
referente ao estiramento N-H da estrutura do FAD. Uma banda intensa em 1635 cm™ ¢
atribuida ao estiramento C=0 e C=N do anel isoaloxazina do FAD e do 11-Mua e ao
balanco das aminas presentes na estrutura do PEI, o aumento dessa banda demonstra que
ambos os materiais estdo contribuindo com o espectro. A banda intensa em 1596 cm™
refere-se ao estiramento C=C e C=N do anel adenina e isoaloxazina do FAD. A intensa
banda em 1542 cm™ € atribuida ao estiramento C-N do anel isoaloxazina do FAD. Uma
banda bem definida em 1392 cm™ é referente ao estiramento assimétrico do grupo COO-
da GSH. Uma banda discreta em 1309 cm™ corresponde ao estiramento C-H do PEI. A
banda em 1074 cm™ é caracteristica da flexdo C-H do FAD. Por fim uma banda intensa
em 550 cm ¢ atribuida & vibracio de estiramento C-S da GSH e ao estiramento CH3 e
curvatura C=0 do FAD. A presenca de bandas referentes a todos os materiais utilizados
neste espectro confirma que a construcdo do filme através da metodologia utilizada foi
bem sucedida (SILVERTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2005).
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Figura 33: Espectro FTIR do filme: Au/11-Mua/PEI/AuNP-GS-FAD.
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A Figura 34 ilustra a construcéo do filme. Entre o ouro e 0 11-Mua ha a formag&o
de ligacdes covalentes entre o grupo tiol e o ouro, ja a formagdo das camadas de PEI e
AUNP-GS-FAD ocorre por interacOes eletrostaticas devido a atragdo existente entre os

materiais de cargas opostas.

Figura 34: Esquema representativo conclusivo das interagdes que ocorrem no filme:
Au/11-Mua/PEI/AuNP-GS-FAD.
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5.4. CARACTERIZAC}AO POR MICROSCOPIA DE FORCA ATOMICA (AFM)

A caracterizacdo por AFM foi realizada para demonstrar a topografia, altura e
rugosidade dos filmes LbL nas etapas de construcéo do sensor, varrendo uma area de 25
um? para obtencio das imagens.

A fabricagdo do filme para essa caracterizacdo foi realizada sobre o substrato de
ouro com uma monocamada de 11-Mua com posterior deposicdo da camada do
polieletrolito PEI e, por fim, uma camada de AUNP-GS-FAD. Os tempos de deposicéo e
as etapas de lavagem foram realizados de acordo com o descrito na sesséo 4.5.3.

A Figura 35 ilustra a topografia 3D das camadas do filme e apresenta os valores
de altura média encontrados. O ouro puro apresentou altura média de 13,9 nm (Figura 35
(A)), a deposicdo da monocamada de 11-Mua reduziu a altura do filme para 7,9 nm
(Figura 35 (B)), a adicdo da camada do polieletrdlito PEI gerou o aumento da altura do
filme que apresentou valor de 15,8 nm (Figura 35 (C)) e com camada de AuNP-GS-FAD
obteve-se altura de 34,0 nm (Figura 35 (D)).

Figura 35: Imagens em 3D da caracterizacdo por Microscopia de forgca atdmica da
construgdo do filme LbL. (A) Ouro puro, (B) Au/l1-Mua, (C) Au/11-Mua/PEI, (D)
Au/11-Mua/ PEI/AUNP-GS-FAD.
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A partir da Figura 35 é possivel observar que a altura média do filme aumentou
entre as camadas de 11-Mua, PEI e a camada de AuNP-GS-FAD (Figura 35 (B), (C),
(D)), demonstrando que houve a deposi¢cdo bem sucedida do material sobre o substrato.
Por outro lado, comparando o substrato de ouro puro e a camada de 11-Mua (Figura 35
(A) e (B)), houve diminuicdo na altura do filme. Isso ocorre devido ao célculo do qual
resulta a altura a partir dos parametros obtidos pela varredura da amostra com a ponta do
AFM. Durante a varredura da amostra sao medidas as alturas dos picos e dos vales da
ultima camada depositada sobre o filme, logo, a altura méedia apresentada na Figura 31
ndo é a altura real do filme, mas a diferenca de altura entre os picos e vales encontrados
na superficie da amostra (LEITE, 2006). A altura média da topografia da amostra é

calculada a partir da Equacéo 1:
Z = % >N o Z; Equacéo 1

Onde Z € a altura média da superficie, N é o nimero de pontos de dados no perfil
e Z; € a soma de todos os valores de altura (LEITE, 2006). Paralelamente, a ponta do
AFM utilizada para varrer a amostra possui um raio de 8 nm, consequentemente qualquer
vale presente na amostra menor ou igual a 8 nm ndo sera percebido pela ponta e, portanto,
sera interpretado pelo equipamento como uma superficie plana.

Sendo assim, percebe-se que quanto mais compacta e uniforme for a camada de
material depositado menor sera a altura média registrada. A monocamada de 11-Mua
sobre o substrato de ouro tem essa caracteristica devido as forcas atrativas de Van der
Waals existentes entre as longas cadeias alquilas, promovendo um arranjo organizado
dessas moléculas e assim diminuindo a altura média da monocamada. (NELLES, et al.,
1998; BYUNG-KEUNOH, et al., 2004).

A partir das imagens de AFM também foram extraidos os valores de rugosidade
média (Ra) e rugosidade média quadratica (RMS) da amostra, para cada uma das
camadas. A Ra é um parametro obtido através da média aritmética dos desvios da altura
dos picos e vales encontrados no perfil caracterizado. Nesse processo, € definida uma
linha média, que é uma linha horizontal localizada na altura em que a soma das areas
preenchidas acima da linha seja igual a soma das areas vazias abaixo da linha.

Posteriormente a rugosidade média é calculada pela soma dos valores das alturas medidas,
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dividido pela quantidade das alturas medidas (N) (GADELMAWLA et al., 2002; CHI et
al., 2004). A Figura 36 ilustra a delimitacdo da linha média (A e B) e a obtencdo da Ra e
da RMS (C).

Figura 36: llustracéo da delimitacdo da Linha média e céalculo da rugosidade média Ra de

uma superficie.
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Fonte: informac0es retiradas de (CHI et al., 2004).

O calculo da Ra é realizado através da Equacdo 2:
1 x=L ~
Ra= - [ _, |z(x)|dx Equacéo 2

Onde L é o comprimento do perfil medido, e z(X) é a altura de cada um dos pontos
medidos. O valor da rugosidade média € bastante utilizado por ser facilmente medido. No
entanto, esse calculo mascara valores que se distanciam da média e resulta no ocultamento
de irregularidades da superficie. Além de néo diferenciar perfis distintos, ou seja, perfis
que podem apresentar morfologias diferentes, mas valores de Ra iguais
(GADELMAWLA et al., 2002; CHI et al., 2004).

Por outro lado, a RMS é calculada pela Equacéo 3:

RMS = \/% f0L|z2(x)|dx Equacéo 3
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A RMS é mais sensivel a varia¢do das alturas dos picos dos vales encontrados na
superficie da amostra que a Ra devido as medidas de altura que sdo elevadas ao quadrado.
Esse calculo evidencia possiveis imperfeicdes contidas na superficie, dessa maneira a
RMS tende a resultar em valores de rugosidade maiores que a Ra. No entanto, também
ndo € possivel fazer distincdo entre a morfologia de perfis através da RMS
(WHITEHOUSE, 2002). Os valores de Ra e RMS obtidos para as camadas do biossensor

estdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 3: Valores de Ra, RMS e aumento da RMS em relacdo a Ra (%) para as etapas de

construcdo do filme.

Aumento da RMS

Camada Ra(nm)  RMS (nm) em relacio Ra
Ouro puro 1,54 1,90 23%
Au/11-Mua 0,79 0,99 25%
Au/11-Mua/PEI 0,75 1,02 36%
Au/11-Mua/PEI/AuUNP-FAD 1,76 2,43 38%

Observando a Tabela 2 é possivel observar que os valores de Ra para o ouro puro,
Au/11-Mua, Au/11-Mua/PEI e Au/11-Mua/PEI/AuUNP-GS-FAD foram respectivamente
1,54; 0,79; 0,75 e 1,76 nm. Houve um aumento da RMS em relacdo a Ra que variou de
23 a 38%. Essa porcentagem indica que existem imperfeicdes na superficie que ndo sao
percebidas pelo célculo da Ra. A partir dos valores da RMS é possivel afirmar que a
rugosidade da camada de Au/11-Mua e de Au/11-Mua/PEI séo bastante semelhantes, 0,99
e 1,02 nm respectivamente. Enquanto que a RMS do substrato de ouro puro é de 1,90 nm
e do Au/11-Mua /PEI/AUNP-GS-FAD é a de 2,43 nm.

Os valores de rugosidade de um material podem estar relacionados ao aumento da
sensibilidade do biossensor eletroquimico, por resultar em um aumento da area superficial
do material e possibilitar maior transferéncia de cargas na interface eletrodo-solugédo. No
entanto, a transferéncia de elétrons nédo sera influenciada apenas pela rugosidade da
superficie, mas também pelo material utilizado. Por exemplo, a camada de Au/11-Mua
que apresenta RMS semelhante a de Au/11-Mua/PEI na caracterizagdo morfoldgica por

AFM ndo possui a mesma resposta eletroquimica nas medidas de VC devido a
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propriedade isolante das cadeias alquilas do 11-Mua (para maior detalhamento verificar
a discussédo na secdo 5.5. (Caracterizacdo por Voltametria Ciclica) na qual foi calculado

o Fator de rugosidade para cada uma das camadas da fabricacdo do filme).

O valor de RMS da camada de Au/l1-Mua é o menor dentre os valores
apresentados. Isso esta de acordo com o esperado, devido a formacdo de uma
monocamada organizada e compacta de 11-Mua sobre o substrato de ouro, indicando que
houve total cobertura do substrato. Essa monocamada torna a superficie negativamente
carregada, por conta dos grupos carboxilas presentes na cadeia do 11-Mua, o que favorece
a adsorcao eletrostatica do polieletrdlito catiénico PEI de maneira homogénea, o que é

também indicado pelo valor de rugosidade da camada de Au/11-Mua/PEl, de 1,02 nm.

A maior RMS encontrada foi da camada de Au/11-Mua/PEI/AuNP-GS-FAD, de
2,43 nm e 0 aumento da RMS em relacdo a Ra foi de 38%. Esses valores demonstram a
irregularidade da superficie e estdo de acordo com a formacéo dos agregados das AUNP-
GS-FAD na superficie do sensor durante o processo de adsor¢do. A formacgdo dos
agregados pode ser observada pela morfologia da superficie na Figura 35 (D) e
confirmado pelo deslocamento da banda LSPR na caracterizacdo do filme por

espectroscopia de UV-Vis.

5.5. CARACTERIZACAO POR VOLTAMETRIA CICLICA

A VC, como mencionado anteriormente, € uma técnica bastante rica na quantidade
de informaces que podem ser obtidas através do seu estudo. Neste trabalho utilizamos a
VC como ferramenta para caracterizar 0s processos redox na superficie do eletrodo,
determinar a area eletroativa do biossensor e comparar o desempenho eletroquimico das
diversas etapas de construgdo do dispositivo.

A area geométrica do eletrodo foi cuidadosamente determinada pela medicdo com
paquimetro ap6s cada uma das andlises eletroquimicas e o valor foi utilizado para
padronizar as correntes geradas nos voltamogramas a fim de obter a densidade de corrente
(J), devido a interferéncia na corrente de pico. No entanto, 0s nanomateriais possuem a
propriedade de aumentar sua area superficial, tornando-a maior do que a area geométrica
medida. Chamamos a &rea aumentada de area eletroativa e essa propriedade esta
diretamente relacionada a resposta eletroquimica de cada eletrodo (ISHIDA et al., 2020).
A Figura 37 mostra a foto da célula eletroquimica utilizada neste trabalho com os

eletrodos auxiliar, de trabalho e de referéncia.
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Figura 37: Foto da célula eletroquimica utilizada nos experimentos com o eletrodo
auxiliar, a esquerda, eletrodo de trabalho, no centro, e eletrodo de referencia de
calomelano saturado, a direita.

Com o objetivo de estudar o comportamento eletroquimico do dispositivo
proposto, foram realizados estudos de voltametria ciclica com a sonda redox [Fe(CN)g]*
/25,0 mmol L't em KCI 0,1 mol L%, com velocidades de varredura de 10, 25, 50, 75 e
100 mV s, no intervalo de potencial de -0,4 4 0,8 V. Na Figura 38 é possivel observar
os voltamogramas gerados para o estudo de voltametria ciclica em cada uma das etapas
da construgdo do biossensor. Nesta etapa os voltamogramas nao foram divididos por sua
area geométrica porque o objetivo nesse momento calcular sua area eletroativa.

Figura 38: A esquerda, voltamogramas ciclicos com velocidades de varredura de 10, 25,
50, 75 e 100mV s com a sonda redox [Fe(CN)g]** a 5,0 mmol L™ em KCI 0,1 mol L™
e, a direita, graficos de corrente de pico anodica (ipa) e catodica (ipc) versus a raiz
quadrada das velocidades de varredura para o eletrodo de ouro puro (A) e (B), Au/11-
Mua (C) e (D), Au/11-Mua/PEI (E) e (F) e Au/11-Mua/PEI/AuUNP-GS-FAD (G) e (H).
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As retas dos graficos de corrente de pico anddica (ipa) e catddica (ipc) versus a

raiz quadrada das velocidades de varredura, bem como os valores de R? (proximos de
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0,99) indicam que a corrente de pico varia linearmente a partir da velocidade de varredura
na VC. As Tabelas 4 a 7 apresentam os valores de potenciais de pico anddico (Epa) e
catodico (Epc), diferenca entre Epa e Epc (AEp), ipa, ipc e razéo entre ipa e ipc para o

substrato de ouro puro e para cada uma das etapas de modificacdo do substrato.

Tabela 4: Valores de Epa, Epc, AEp, ipa, ipc e ipa/ipc obtidos através do voltamograma
ciclico para o substrato de ouro com a sonda redox [Fe(CN)e]*>’* a 5,0 mmol L™t em KCI
0,1 mol L"*em velocidades de varredura de 10, 25, 50, 75 € 100 mV s,

Ve Epa(v) Epc(v) AEP(V) Ipa(uA) Ipc(uA)  ipalipe
10 0,231 0,142 0,089 235 237 0,99
25 0,229 0,14 0,089 379 363 1,04
50 0,237 0,137 0,100 517 463 1,12
75 0,24 0,134 0,106 603 529 1,14
100 0,24 0,129 0,111 667 572 1,17

Média 0,1+0,01 Média 1,09 + 0,07

Tabela 5: Valores de Epa, Epc, AEp, ipa, ipc e ipa/ipc obtidos através do voltamograma
ciclico para o eletrodo de ouro modificado com uma monocamada de 11-Mua (Au/11-
Mua) com a sonda redox [Fe(CN)e]*>"* a 5,0 mmol Lt em KCI 0,1 mol L' em velocidades
de varredura de 10, 25, 50, 75 e 100 mV s,

Vi Epa(v) Epc(V) AEP(V) Ipa(uA) lIpc(uA)  ipalipc
10 0,247 0,100 0,147 3,78 10 0,38
25 0,254 0,104 0,15 5,46 5,68 0,96
50 0,239 0,106 0,133 4,27 4,24 1,01
75 0,234 0,112 0,122 3,92 3,69 1,06
100 0,231 0,124 0,107 2,36 2,78 0,85

Media 0,131+0,02 Media  0,85+0,27

Tabela 6: Valores de Epa, Epc, AEp, ipa, ipc e ipa/ipc obtidos através do voltamograma
ciclico para o eletrodo de ouro modificado com uma monocamada de 11-Mua e uma
camada de PEI (Au/11-Mua/PEI) com a sonda redox [Fe(CN)s]*/* a 5,0 mmol L em
KCI 0,1 mol Lt em velocidades de varredura de 10, 25, 50, 75 € 100 mV s,

Vi:gf/i‘:j‘)de Epa(V) Epc(V) AEp(V) Ipa(uA) Ipc(pA)  ipafipe

10 0,22 0,119 0,11 147 151 0,97
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25 0,24 0,101 0,14 215 217 0,99

50 0,25 0,092 0,16 301 299 1,01

75 0,24 0,099 0,15 383 371 1,03

100 0,24 0,104 0,14 464 442 1,05
Média 0,14 +£0,02 Média 1,01 +0,03

Tabela 7: Valores de Epa, Epc, AEp, ipa, ipc e ipa/ipc obtidos através do voltamograma
ciclico para o eletrodo de ouro modificado com uma monocamada de 11-Mua, uma
camada de PEI e uma camada de AuNP-GS-FAD (Au/11-Mua/PEI/AuNP-GS-FAD) com
a sonda redox [Fe(CN)s]*’* a 5,0 mmol L em KCI 0,1 mol L em velocidades de
varredura de 10, 25, 50, 75 e 100 mV s™.

Ve Epa(v) Epc(v) AEP(V) Ipa(uA) Ipc(nA) ipafipe
10 0,216 0,099 0,12 130 131 0,99
25 0,229 0,099 0,13 203 201 1,01
50 0,234 0,099 0,14 288 291 0,99
75 0,233 0,101 0,13 368 365 1,01
100 0,235 0,103 0,13 433 429 1,01

Média 0,13+0,01 Media 1,00 +0,01

Para que um processo redox seja considerado quase-reversivel ele precisa atender
a alguns critérios, sendo eles: (i) ipc aumenta com o aumento da velocidade de varredura,
(ii) relacdo |ipa/ipc| igual a 1, (iii) AEp maior do que 59/n (mV), sendo n o numero de
elétrons envolvidos na reacdo, e (iv) Epc se deslocando negativamente com 0 aumento da

velocidade de varredura.

A partir dos valores de AEp, razdo ipa/ipc, proximos de 1, das caracteristicas dos
voltamogramas obtidos nos estudos de VC e apresentados nas Tabelas 3 a 6, verifica-se
que o processo redox atende a todos dos critérios apresentados, com excecdo do estudo
realizado com o eletrodo de ouro modificado com a monocamada de 11-Mua que
apresentou razdo ipa/ipc média de 0,85 e queda na ipc quando a velocidade de varredura
¢ aumentada. Pode-se, portanto, considerar que 0s processos redox para 0 ouro puro,
Au/11-Mua/PEI e Au/11-Mua/PEI/AUNP-GS-FAD sob essas condi¢des sdo quase-
reversiveis. Os voltamogramas obtidos com o eletrodo modificado com 11-Mua
apresentam caracteristicas diferentes devido a sua caracteristica isolante.

Em sistemas quase-reversiveis, a corrente gerada pelos processos redox na
superficie do eletrodo é governada por dois mecanismos: (i) a transferéncia de massa, na

qual, sendo minimizadas a transferéncia por conveccdo e por migracdo, sera puramente
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difusional e (ii) processo de transferéncia de carga, uma vez que a cinética de
transferéncia de elétrons nesse sistema ndo é rapida o suficiente para gerar um equilibrio
na interface eletrodo-solucéo, portanto a transferéncia de carga também ¢é limitante para
esses sistemas (PACHECO et al., 2013). O processo difusional é comprovado pelo estudo
de VC através da linearidade apresentada pelo crescimento da corrente de pico em relacéo
a raiz quadrada da velocidade de varredura, com R2 = 0,99, enquanto que a limitacdo da
transferéncia de carga € observada pelos valores apresentados nas Tabelas 3 a 6. Portanto,
0 sistema quase-reversivel governa os processos redox no ouro puro, no Au/11-Mua/PEI
e Au/11-Mua/PEI/AuNP-GS-FAD.

Por outro lado, o Au/11-Mua tem significativa queda na transferéncia de carga
entre a solucdo e o eletrodo. Isso acontece porque em eletrodos metélicos, a taxa de
transferéncia de elétrons de centros redox em superficie ou difusos em solugdo é
sensivelmente dependente da espessura, compactacdo e composi¢do da monocamada
automontada (SAM).

O 11-Mua é um alcanotiol e atua como um isolante, bloqueando a passagem de
carga na superficie do eletrodo. A significativa reducéo da passagem de corrente quando
o0 eletrodo de ouro esta modificado apenas como a monocamada de 11-Mua, indica a
formacéo de uma superficie isolante com melhor orientacdo e compactacao das moléculas
do alcanotiol. A formacdo de uma monocamada com essa configuracdo também esta
relacionada a rugosidade presente no substrato de ouro. O fator de rugosidade expressa a
semelhanca entre a area real e a area geométrica de um substrato, podendo ser calculado
com a Equacdo 4 (JARZABEK; BORKOWSKA, 1997; RODRIGUEZ; MELIAN;
PENA, 2000).

fr=A4,/A4 Equago 4

Onde f;. € o fator de rugosidade, A, € a area real e A, € a area geométrica. Quanto
mais proximo de 1 for o fator de rugosidade, mais semelhantes serdo a area real e a area
geométrica, indicando uma pequena rugosidade, ou seja, uma superficie mais plana
(TRASATTI; PETRII, 1991; TKAC; DAVIS, 2008).

Como ilustrado na Figura 39 um substrato com superficie pouco rugosa oferece
melhor condicdo para a formagdo de uma SAM compacta e permite o blogueio da

passagem de cargas, enquanto que um substrato muito rugoso prejudica a formacéo da
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SAM por ser uma superficie desfavoravel ao empacotamento dos alcanotidis, isso diminui
0 poder de isolamento da SAM e expde partes da superficie do ouro a solugéo, permitindo

maior passagem de corrente (BENITES et al., 2014).

Figura 39: llustracdo da influéncia da rugosidade do substrato de ouro na formacdo da
SAM de 11-Mua.

=
- -

Substrato de ouro Substrato de ouro

Fonte: adaptado de (BENITES et al., 2014).

Na Figura 40, os voltamogramas obtidos com a sonda redox [Fe(CN)s]*’* a 5,0
mmol Lt em KCI 0,1 mol L"*em velocidade de varredura de 50 mV s foram divididos
pela area geométrica de cada eletrodo, com o objetivo de comparar a variacdo das

correntes de pico em cada uma das etapas de modificacdo do eletrodo.

Figura 40: Voltamograma ciclico do ouro (A), Au/11-Mua (B), Au/11-Mua/PEI (C) e
Au/11-Mua/PEI/AuNP-GS-FAD (D) versus SCE, com a sonda redox [Fe(CN)s]*’* a 5,0
mmol L™ em KCI 0,1 mol L velocidade de varredura 50 mV s,
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A Tabela 7 apresenta a comparagdo dos valores de ipa, ipc, Epa, Epc e AEp

extraidos dos voltamogramas apresentados na Figura 40.

Tabela 8: Valores de Epa, Epc, AEp, ipa, ipc e relacdo ipa/ipc para cada uma das camadas
da construcéo do biossensor.

Modificacédo do Epa(V) Epc(V) AEp Ipa(uA) Ipc(uA) ipalipc

substrato
Ouro puro 0,237 0,137 0,1 814 744 1,09
Au/11-Mua 0,239 0,106 0,133 9,31 11,5 0,81
Au/11-Mua/PEI 0,252 0,092 0,160 506 505 1,00
Au/11- 0,234 0,099 0,135 594 611 0,97
Mua/PEI/AuNP-GS-
FAD

Os valores apresentados na Tabela 6 demonstram que o menor AEp para a
velocidade de 50 mV s é o do ouro puro (0,1), seguido do substrato com 11-Mua (0,133),
depois pelo Au/11-Mua/PEI/AuNP-GS-FAD (0,135). J& os valores de ipa e ipc sdo
significativamente maiores para o substrato puro (814 e 744 pA), seguido do eletrodo
com presenca de AUNP-GS-FAD (594 e 611 pA), posteriormente do substrato com 11-
Mua/PEI (506 e 505 pHA), e o menor valor de corrente é o do 11-Mua (9,31 e 11,5 pHA).
Esses resultados s@o consistentes com o esperado, indicando que 0 ouro puro possui
melhor desempenho eletroquimico, em relacdo ao substrato modificado, devido ao poder
do 11-Mua de bloquear a passagem de corrente, caracteristica conferida por sua longa
cadeia alquila, que é recuperada com a adicdo do polieletrélito PEI e aumentada com a
presenca das AUNP-GS-FAD.

O desempenho eletroquimico do dispositivo esta diretamente relacionado a area
eletroativa de cada uma das camadas do biossensor. A area eletroativa pode ser calculada
a partir da equacédo de Randles-Sevcik:

/23,1 2C, Equacio 5

ip =(2,69x10°)n"/3AD
Onde:
i, = pode ser substituido pelo coeficiente angular da reta gerada pelo grafico de

pico anddica ou catddica versus a raiz quadrada das velocidades de varredura, excluindo-

se 0 v da equacdo (velocidade de varredura);
n = nimero de elétrons envolvidos no processo redox;

A = area eletroativa do eletrodo [cm?];
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D = coeficiente de difusdo da sonda redox [cm? s™] = 7,6 x 10°;

O = concentragdo da espécie oxidada [mol cm];

A equacdo de Randles-Sevcik foi utilizada para calcular a area eletroativa de cada
uma das etapas de modificagdo do substrato e os valores encontrados estdo na Tabela 7,
juntamente com os valores de area geomeétrica e o0 aumento relativo da area geométrica

pela modificacdo do substrato (%).

Tabela 9: Valores de area geométrica, area eletroativa, % de aumento da area em relagéo
a &rea geomeétrica e fator de rugosidade para as diversas camadas do biossensor.

Modificacdo do area area % de aumento fator de
substr(;to geométrica eletroativa em relacdo a rucosidade
(cm?) (cm?) area geométrica g
Ouro puro 0,64 0,94 49% 1,49
Au/11-Mua 0,52 0,01 -97,6% 0,02
Au/11-Mua/PEI 0,60 0,67 12% 1,12
Au/11-Mua/PEI/ 0,48 0,67 38% 1,38

AuNP-GS-FAD

A partir dos valores apresentados na Tabela 8 verifica-se um aumento de 49% da
em relacdo a area geométrica do ouro puro, 12% para a camada com PEI, 38% para a
camada com AuNP e uma reducdo de 97,6% da area modificada com 11-Mua. O aumento
da area tem relacdo com a rugosidade proporcionada pelo material em contato com a
solucéo.

Para encontrar o fator de rugosidade de cada uma das camadas do dispositivo
foram divididos os valores da area eletroativa pela area geométrica dos eletrodos (valores
também apresentados na Tabela 8). Os resultados obtidos demonstram que o fator de
rugosidade é de fato maior para o ouro puro (1,49), mas ndo tdo acentuado a ponto de
prejudicar a formacéo da SAM de 11-Mua, ja que ela além de ter isolado a passagem de
corrente nos voltamogramas, apresentou a construcdo de uma superficie sem rugosidade.
Benites et al. (2014) descreve o valor de 1,6 como um valor critico para o fator de
rugosidade do ouro. Substratos de ouro com fator de rugosidade acima de 1,6 tendem a
ser desfavoraveis a formacdo da monocamada de 11-Mua. As AuNP-GS-FAD
proporcionaram uma superficie suficientemente rugosa (com fator de rugosidade de 1,38)
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como ja esperado, devido ao aumento da &rea superficial proporcionado por esse tipo de
material.

A Tabela 9 compara os valores de Ra e RMS obtidos com a caracterizados por
AFM e os fatores de rugosidade obtidos pelo estudo de VC para cada camada de

modificacdo do substrato.

Tabela 10: Comparacédo dos valores de Ra, RMS e o fator de rugosidade para cada uma
das camadas de modificagdo do substrato.

Fator de
Camada Ra (nm)  RMS (nm) rugosidade
Ouro puro 1,54 1,90 1,49
Au/11-Mua 0,79 0,99 0,02
Au/11-Mua/PEI 0,75 1,02 1,12
Au/11-Mua/PEI/AuUNP-GS-FAD 1,76 2,43 1,38

A partir da Tabela 9 é possivel notar que o fator de rugosidade encontrado atraves
do estudo por VC néo é diretamente comparavel aos valores de Ra e RMS obtidos com a
técnica de AFM. Isso é facilmente observado pela comparagdo entre as camadas de
Au/11-Mua e Au/11-Mua/PEl que apresentaram valores de Ra e RMS bastante
semelhantes (0,79 e 0,99 para o Au/ll-Mua e 0,75 e 1,02 para o Au/ll-Mua/PEl),
enquanto seus valores de fator de rugosidades sdo expressivamente diferentes, sendo 0,02
para 0 Au/ll-Mua e 1,12 para o Au/l1-Mua/PEI. Isso acontece porque nas técnicas
eletroquimicas um dos principais fatores interferentes € a condutividade do material.
Quanto maior for a condutividade, maior serd 0 aumento da area eletroativa, enquanto
que nos experimentos de AFM apenas a morfologia do material é caracterizada.
Poderiamos esperar valores de fator de rugosidade e de Ra/RMS proporcionais se
estivéssemos caracterizando com a VC superficies de um mesmo material, que variasse
apenas com relacdo a sua rugosidade. Portanto, o fator de rugosidade calculado aqui

expressa a influéncia da condutividade do material para 0 aumento da &rea eletroativa.
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5.6. OTIMIZAGAO DOS PARAMETROS DE DPV

A fim de escolher os parametros para melhor performance do biossensor,
analisou-se a resposta eletroquimica obtida para os parametros da DPV. Foram estudados
o0 incremento de varredura (step), a modulacdo de amplitude (ma), a modulacgdo de tempo
(mt) e o intervalo de tempo (it). Para esta otimizacéo foi fixado o valor de 8 pmol L de
DA em tampdo PBS 0,1 mol L%, pH 7,4.

O primeiro parametro a ser avaliado foi o step. O step juntamente com o0s valores
de modulacéo de tempo e intervalo de tempo irdo determinar a velocidade da técnica. Os
valores analisados de step foram de 4, 5, 6 e 7 mV. A Figura 41 representa o estudo da
influéncia dos step no aumento da densidade de corrente. E possivel observar que o valor
de 4 mV foi o que apresentou 0 menor valor de densidade corrente, enquanto o valor de
5 mV foi o que apresentou melhor desempenho, com o maior valor de densidade de
corrente. Houve uma queda linear da corrente a medida que o valor de step sobe para 6 e

7 mV. Devido a melhor resposta foi fixado o valor de 5 mV para o step.

Figura 41: Efeito do step para a altura do pico densidade de corrente na deteccdo de DA.
Condigles experimentais: concentragio de DA 8,0 x 10 mol L em tampdo PBS (pH
7,4), modulacdo de amplitude de 70 mV, modulacdo de tempo de 0,05 s, intervalo de

tempo de 0,5 s.
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O segundo parametro otimizado foi a amplitude de modulacdo. Esse parametro

determina qual sera a dimenséo do pulso aplicado ao longo da medida de DPV. Os valores
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testados foram de 60, 70, 80 e 90 mV. Na Figura 42 é possivel notar que ha um
crescimento linear da densidade de corrente passando pelo valor de 60, 70 e 80 mV, e
uma queda significativa em 90 mV. Sendo o de 80 mV o valor fixado para o a amplitude

de modulagéo.

Figura 42: Efeito da modulacdo de amplitude para a altura do pico anddico da detecgdo
de DA. Condicdes experimentais: concentracdo de DA 8,0 x 10® mol Lt em tamp&o PBS
(pH 7,4), modulacao de step 5,0 mV, modulacao de tempo de 0,05 s, intervalo de tempo
de 0,5s.
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Posteriormente, foi analisada a influéncia da modulacdo de tempo sobre a
densidade de corrente. Esse parametro indica qual a duracdo do pulso de potencial
aplicado sobre o eletrodo de trabalho. Foram testados os valores de 0,04, 0,05, 0,06 e 0,07
segundos. Os valores de densidade de corrente para cada um dos valores de modulagéo
de tempo estdo apresentados na Figura 43. O valor de modulacéo de tempo que apresentou
a maior densidade de corrente foi o de 0,04 segundos apresentando uma queda a medida
que o valor subia para 0,05 e 0,06 segundos. Os valores de 0,06 e 0,07 apresentaram
valores de densidade de corrente bastante semelhantes. Devido a melhor resposta gerada

o valor fixado foi o de 0,04 segundos.
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Figura 43: Efeito da modulacéo de tempo para a altura do pico anddico da deteccdo de
DA. Condigbes experimentais: concentracio de DA 8,0 x 10° mol L™ em tampdo PBS
(pH 7,4), modulacéo de step 5 mV, modulacao de amplitude de 80 mV, intervalo de tempo
de 0,5s.
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O dltimo parametro da DPV testado foi o de intervalo de tempo. Esse parametro
esta diretamente relacionado a velocidade da varredura, pois determina qual sera o
periodo entre a aplicacdo dos pulsos de potencial. Foram testados os valores de 0,3, 0,4,
0,5 e 0,6 segundos. Na Figura 44 observa-se que o valor apresentou maior densidade de
corrente foi o de 0,5. Os menores valores de densidade de corrente foram apresentados
pelos valores de 0,4 e 0,6 segundos de intervalo de tempo e o valor de 0,3 segundos
apresentou valor intermediario de densidade de corrente. Portanto, o valor de 0,5

segundos foi fixado para o intervalo de tempo.

Figura 44: Efeito do intervalo de tempo para a altura do pico anddico da deteccdo de DA.
Condigbes experimentais: concentragio de DA 8,0 x 10 mol L em tampdo PBS (pH
7,4), modulacgéo de step 5 mV, modulacdo de amplitude de 80 mV, modulacgdo de tempo
de 0,04 s.
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Os valores dos parametros foram fixados de acordo com a altura de pico gerada
na deteccdo de DA a fim de melhorar a resposta do sensor ao analito. Os valores fixados

e a faixa estudada para cada parametro da DPV estdo resumidos na Tabela 10.

Tabela 11: Parametros experimentais estudados para a técnica de DPV e os respectivos valores

fixados para a detecgdo de DA em tampado PBS 0,1 mol L%, pH 7,4.

Parametro Faixa estudada Valor fixado
Step 4-7mV 5mV
Modulagéo de amplitude 60 - 90 mV 80 mV
Modulacéo de tempo 0,04 -0,07s 0,04s
Intervalo de tempo 0,3-0,6s 0,5s

5.7. DETECCAO POR VOLTAMETRIA DE PULSO DIFERENCIAL (DPV)

A fim de avaliar a capacidade da unidade sensorial Au/11-Mua/PEI/AUNP-GS-
FAD foi realizada a deteccdo de DA através da técnica de DPV em tampao PBS, pH 7,4.
As medidas foram realizadas em duplicata, apdés 10 medidas do branco para total
estabilizagdo do sensor. As curvas foram obtidas apds a adi¢cdo de DA no sistema, entdo

elas foram subtraidas da medida do branco e dividas pela area geométrica do eletrodo, o
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que resultou em uma densidade de corrente por centimetro quadrado (J (LA cm2)) com
excecao das medidas apresentadas na Figura 45 que ilustra a ultima medida de branco
realizada e a detecgdo de 1,6 pmol L* de DA, com intervalo de varredura entre -0,2 e 0,3
V. Nessa Figura € possivel observar que o eletrodo de Au/11-Mua/PEI/AuUNP-GS-FAD
possui um pico que se inicia em -0,05 V e cresce em dire¢do ao potencial 0,3 V, se
sobrepondo ao potencial de oxidacdo da DA em 0,05 V, o que torna o voltamograma
inclinado. Além disso o menor ponto de corrente do voltamograma estd em 4,6 LA e nao
em 0 como seria o ideal. Por esses motivos a subtracdo da medida do branco das curvas
de deteccéo é necesséria, a fim de normalizar o voltamograma como ilustrado na Figura
45,

Figura 45: Deteccdo de DA 1,6 umol L™ por DPV com a medida de branco.

35,0
Branco
—— 1,6 umol L™
30,0 -
25,0 <4
o'r\
5
20,0 <4
<
=4
S
]
15,0
10,0
v T . T r T . T r
-0,2 -0,1 0,0 0,1 0,2 0,3

E x SCE (V)

Conforme mostrado na Figura 46(A) o potencial de pico anddico de oxidacdo da
DA emerge em 0,05 V e é observado um aumento linear na corrente de pico anddica a
medida que a concentracdo de DA aumenta de 0,8 a 8,0 umol L. A curva de calibragio
observada na Figura 46(B) foi elaborada com base na faixa linear de experimentos de
deteccdo da DA que foram realizados em duplicata. Neste mesmo gréfico esté tracada
reta gerada pela equacao linear expressa como Ipa = (1,25 x 10°) x [DA] + (-3,10 x 10°
), R2=0,991.
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Figura 46: (A) Deteccdo de DA por DPV em tampdo fosfato pH 7,4, nas concentragoes

de 0,8 a 8,0 umol L. Pardmetros: step: 5mV, modulation amplitude: 90mV, modulation

time: 50 ms. (B) Curva de calibracdo para as diversas concentraces de DA com valor de

R2 e 0 erro da medida.
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O limite de deteccdo (LOD), que é definido como a menor concentracdo do analito

que pode ser detectada de maneira qualitativa pelo sensor, sem ser quantificada, foi

calculado pelo método de Miller e Miller (2005) utilizando todos os pontos e o coeficiente

angular da reta, através da Equacéo 6:

y;. valor de y para cada concentragdo do analito (x);

LOD = a + 3Sy/x

. ,Zi(}’i—f’i)z
Sy/x - n—-2

Sy desvio padréo dos valores calculados dos coeficientes angular e linear;

Equacéo 6

Na qual a € o valor do coeficiente angular da reta e Sy/x é calculado por:

Equacéo 7

v,: valor ajustado de y calculado pelos coeficientes angular e linear;

n: numero de concentragdes utilizadas para construcdo da curva analitica.

de ser quantificada pelo sensor, foi calculado pela Equacéo 8:

E o limite de quantificacdo (LOQ) que é menor concentracdo do analito possivel



LOQ =3,33xLD
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Equacéo 8

Através das equacdes acima se obteve os seguintes valores de LOD = 0,525 pumol

Lt e LOQ = 1,75 umol L. A sensibilidade apresentada pelo dispositivo foi de 1,25

HA/umol Lt cm,

A fim de avaliar o biossensor desenvolvido com as caracteristicas de outros

presentes da literatura foi elaborada a Tabela 11, que apresenta a arquitetura, técnica

eletroquimica utilizada, faixa linear de detec¢do e o limite de deteccéo de 15 biossensores

eletroquimicos para DA além do proposto neste trabalho.

Tabela 12: Comparacdo da técnica eletroquimica, faixa linear de trabalho e valores de

LOD de biossensores eletroquimicos para detec¢do de DA encontrados na literatura.

Arquitetura do
biossensor
CPE / AuNP-PAH /
lacase
GCE /AuNPs/NB/
rGO-Aptamero

AUPE/ AUNET / MCJ/
MB / Aptamero

GCE/rGO/ Lac

GCE/MXene/DNA/Pd/Pt
nanocomposite/DNA
GCE/ Lac/ Fe304@

SiO.@vmSiO?

GCE/ CNTs/ DA/ AuNP

/ DNA

GCE / DNA-CNT/ NEG

GCE/GO/GCSsC/
Aptamero
GCEi /quitosana / rGO /

Tirosinase

Técnica

eletroquimica

SWV

SWV

DPV

DPV

DPV

DPV

DPV

DPV

DPV

VC

Faixa linear de
deteccdo
0,49-23,0
pumol L™

10,0 nmol L

0,2 mmol L*

25,0 pgmL? -
3,0ng mL?

0,1-3,0 ymol L™

0,2-1000 pmol Lt

1,5-75 umol L™

30 pmol L2-30

nmol L1

0,02-1 umol L*?

1-1000 nmol L1

0,4-8umol Lte
40-500 umol L

LOD

0,26 pumol L™

1 nmol L

2 pgmL?

91 nmol L -1

30,0 nmol L

0,177 pmol L™

18,0 pmol L™

14,0 nmol L

0,75 nmol L1

22,0 nmol L1

Fonte

(SILVA; VIEIRA,
2016)

(IN etal., 2018)

(TAHERI;
ESKANDARI;
NEGAHDARY,
2018)
(KOHORI; SILVA;
CESARINO, 2018)

(ZHENG et al., 2018)

(LI etal., 2018)

(LIU et al., 2018)

(KETEKLAHIJANI
etal., 2019)

(WEI et al., 2019)

(LIU etal., 2019)
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GCE/ AQ/ssDNA/MB

i SWV 20-350 umol Lt 10,0 pmol L (GUO et al., 2020)
/ Aptamero
Au/aptamero-Fc (ABU-ALI et al.,
EIS 0,1-10 nmol L™ 20,0 pmol L
(ferroceno) 2020)
GCE/ AuiPtsNP / Poli (ZHANG et al.,
o DPV 0,5-200 pmol L* 0,07 umol L
(L-metionina) 2020)
OECT/MCH/ (LIANG et al.,
SWV 5-70 umol L 1 pmol L
Aptamero 2020)
ITO/[PEI/(MAO- _ (MIYAZAKI etal.,
Aperometria =~ 1,4-1000 umol LY~ 0,86 pmol L™*
B/POPG:4DPPG)]- 2016)
Au/l11-Mua/PELI/
DPV 0,8-8,0 ymol L* = 0,525 pmol L* Este trabalho
AUNP-GS-FAD

A partir dos dados apresentados na Tabela 11 é possivel comparar os valores de
LOD e faixa de trabalho linear de biossensores reportados na literatura com os valores
obtidos em neste trabalho. Cerca de metade dos 15 trabalhos encontrados utilizam a
técnica de DPV para deteccao de DA, mesma técnica utilizada neste trabalho. Quatro dos
artigos relatam a utilizacdo da técnica de SWV e as técnicas de amperometria, EIS e VC
sdo representadas cada uma por um trabalho. Com excecdo da técnica de VC, todas
possuem sensibilidade semelhante a DPV.

Alguns trabalhos apresentam LOD bastante baixos, na ordem de nano e pico
molar, como é o caso do biossensor desenvolvido por Jin et al (2018), Wei et al (2019) e
Abu-Ali et al (2020). Destaca-se que estes autores utilizam técnicas eletroquimicas
bastante sensiveis, além de biomoléculas que possuem alta sensibilidade ao analito, tais
como 0s aptameros e anticorpos, e nanomateriais com grande capacidade de
condutividade elétrica como o grafeno.

O dispositivo proposto neste trabalho apresentou LOD de 0,525 pmol L. Este
valor esta acima dos LODs da maioria dos artigos encontrados na literatura. No entanto,
destaca-se que ele que é capaz de detectar a presenca de DA em amostras bioldgicas, em
grande parte da faixa de variagdo das concentra¢des de DA no sangue (0,1 e 1,0 pmol L
1y, além de também poder quantificar concentrages de DA em amostras farmacéuticas
por possuir uma faixa de trabalho linear que vai até 8,0 umol L. Adicionalmente,
destaca-se que biossensor proposto apresentou LOD menor do que o trabalho de Guo et
al (2020), Liang et al (2020) e do que um trabalho anteriormente publicado pelo nosso

grupo de pesquisa (MIYAZAKI et al, 2016), sendo esse Gltimo um biossensor enzimatico
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que utilizou 7 bicamadas de MAO-b e fosfolipidios, 0 que encarece o dispositivo. O
biossensor proposto aqui, por outro lado, utiliza apenas uma camada de AuNP-GS
funcionalizadas com FAD, que é um cofator 62x mais barato que a enzima MAO, além

de diminuir o tempo de fabricagdo por possuir uma arquitetura mais simples.

5.8. REPETIBILIDADE INTER-DAY

A repetibilidade de um método € dada pela concordancia entre as diversas
medi¢des de um mesmo analito, com a execuc¢do de um mesmo procedimento, utilizando
0 mesmo equipamento de medicdo, mesmo operador, mesmo local e mesmas condicdes
de operacao em um curto periodo de tempo (INMETRO, 2012). A repetibilidade pode ser
expressa pelo desvio padrao relativo (RSD) das medidas, a partir da média aritmética dos
resultados obtidos para cada uma das adigdes de concentracdes diferentes ao branco da

amostra.

O célculo do RSD ¢ realizado a partir da Equacdo 9:
SD ~
RSD = < X 100 Equacéo 9

Sendo x a média aritmética dos valores obtidos em cada uma das adi¢bes de
concentragdes, e SD o desvio padrdo. Os valores de RSD devem ser inferiores a 15% para
que o método seja considerado preciso (RIBANI; et al., 2004).

A fim de avaliar a repetibilidade do método proposto, foram realizadas detec¢des
DA em 3 dias diferentes. Em cada dia um novo eletrodo foi fabricado seguindo o mesmo
protocolo descrito na secdo de 4.5.3., tornando todas as medic¢des independentes, pois em
cada dia foram realizadas todas as etapas do trabalho, com excec¢éo da sintese das AuUNPs.
As medidas foram todas realizadas em tampéo PBS, pH 7,4, com concentra¢es de DA

que variaram em um faixa de trabalho de 0,8 a 8,0 umol L.

A Figura 47(A) representa as curvas derivadas da medida de DPV, com aumento
da corrente de pico anodica regado pelo aumento da concentracdo de DA e a Figura 47(B)
representa o grafico de calibragdo com base na faixa linear de experimentos de deteccao
que foram realizados em 3 dias diferentes. A reta gerada pela equacéo linear é expressa
como Ipa = (1,35 x 10°) x [DA] + (-1,24 x 107), R2 = 0,989.
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Figura 47: (A) Deteccdo de DA por DPV em tampdo fosfato pH 7.4, nas concentracfes
de 0,8 a 8,0 umol L. Pardmetros: step: 5mV, modulation amplitude: 90mV, modulation

time: 50 ms. (B) Curva de calibracdo para as diversas concentraces de DA com valor de

R2 e 0 erro da medida.
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A Tabela 12 apresenta os valores de RSD para cada uma das adi¢des realizadas

nos trés dias de experimento. E possivel observar que os valores obtidos foram baixos,
quase todos os valores inferiores a 15%, com excecdo da medida realizada com
concentracio de 4,0 pmol L™ que apresentou valor de 16,1%. Portanto, verifica-se que o
biossensor produzido com Au/l11-Mua/PEI/AuNP-FAD apresenta boa repetibilidade,

indicando que o método de fabricacdo proposto é reprodutivel e preciso.

Tabela 13: Valores de RSD para cada uma das concentragdes de DA das medidas

realizadas em 3 dias diferentes.

[DA] x 106 mol Lt RSD
08 8,97%
1,6 8,66%
2.4 7,75%
3,2 8,76%

4 16,1%
48 14,3%
5,6 14,8%
6,4 12,4%
7.2 6,85%

8 5,68%
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5.9. TESTE DE ESTABILIDADE

A estabilidade do biossensor foi estudada em um periodo de 20 dias. Para essa
finalidade foram fabricados 5 biossensores no mesmo dia e todos foram armazenados em
temperatura ambiente, imersos em tampao PBS, pH 7,4. Os dispositivos foram testados
em sua capacidade sensorial com a técnica de DPV, sob as mesmas condi¢cfes das
deteccBes anteriores, com concentracdes fixas de DA 1,6 mol L. A fim de comparar o
desempenho do biossensor ap6s dias de armazenamento, o valor da corrente de pico
obtida com a deteccdo no dia primeiro dia de fabricacdo dos biossensores foi definida
como 100%. Na Figura 48 verifica-se que a estabilidade do biossensor manteve-se ao
longo dos dias, com as respostas analiticas variando entre 98,1 e 99,4%. Esses valores
caracterizam o dispositivo proposto como estavel durante o periodo de estudo.

Figura 48: Grafico do estudo de estabilidade do biossensor para 5, 10, 15 e 20 dias de

armazenamento em tampao PBS, pH 7,4.
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5.10. TESTE DE INTERFERENTES
A seletividade pode ser descrita como a preferéncia de um sensor em interagir
com um analito em detrimento de outros. Quanto mais seletivo for um biossensor menos

0 resultado a sua detec¢do sera afetado por outros componentes de uma amostra
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complexa. Na eletroquimica consideramos que um componente pode ser considerado um
interferente quando ele possui potencial de oxidacdo ou reducdo semelhante e corrente de
pico igual ou maior para concentracdes correspondentes ao analito de interesse. O grau
maximo da seletividade é chamado de especificidade, quando ndo hé interferéncia de
nenhum componente da amostra na deteccdo (VESSMAN et al., 2001).

A deteccdo de DA pode ser afetada pela presenca de alguns interferentes, por esse
motivo a seletividade do biossensor foi estudada através da exposi¢ao ao &cido ascérbico
(AA), &cido urico (AU), serotonina e ureia. Os quatro possiveis interferentes estudados
sdo encontrados na urina humana, amostra real utilizada para a deteccdo de DA neste
trabalho. A Figura 49 apresenta a resposta na corrente de pico anddico gerada pelo
biossensor na presenca de 0,8 pmol L™ de DA e 5 umol L de AA, AU, serotonina e
ureia, cada interferente foi medido separadamente e posteriormente foi adicionada a DA,

sob condicdes de tampédo PBS, pH 7,4, com a técnica de DPV.

Figura 49: Grafico da comparacao da corrente de pico gerada pela interacéo do biossensor
com a DA e os possiveis interferentes AA, AU, serotonina e ureia.
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A resposta gerada pelo AA corresponde a 2% da resposta gerada por DA,
enquanto que o AU gerou uma resposta correspondente a apenas 8% da resposta de DA.
Por outro lado, a serotonina e a ureia ndo apresentaram pico de oxidagdo no mesmo
potencial de DA (0,05 V). A serotonina foi detectada pelo biossensor proposto no

potencial de 0,3 V e a ureia ndo apresentou nenhum pico de oxidacéo na faixa de potencial
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estudada (-0,2 a 0,5 V). Por essa razdo nenhum dos componentes da urina estudados foi
considerado um interferente significativo para a DA. Pode-se entdo afirmar que o
biossensor proposto possui alta seletividade a DA.

Como intuito de testar a seletividade do dispositivo, foi realizado o estudo da
deteccdo de DA, AA e AU no substrato de ouro puro, bem como na arquitetura, sem a
funcionalizacdo com FAD: Au/11-Mua/PEI/AuNP-GS. A Figura 50 ilustra o desempenho
analitico na deteccdo das 3 moléculas com o substrato de ouro. A DA foi testada em
concentragéo de 0,8 umol L e 1,6 umol L de AA e AU.

Figura 50: Grafico da comparacdo da densidade de corrente gerada pela interacdo do
substrato de ouro com a DA (0,8 umol L) e os possiveis interferentes AA e AU (1,6
umol LY.
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Na Figura 50 é possivel observar que ndo existe seletividade do ouro pela DA. A

concentragéo de 1,6 umol L de AA apresentou 33,7% da resposta analitica de 0,8 umol

Lde DA e 0 AU apresentou 127% da resposta de DA. Dessa maneira é possivel concluir

que o ouro possui grande afinidade pelo AA e AU e ndo é capaz de detectar seletivamente
a DA em amostras complexas.

Na Figura 51 estd ilustrada a densidade de corrente gerada pela detec¢do de 0,8

umol Lt e 1,6 pumol Lt de AA e AU no dispositivo com a arquitetura Au/11-

Mua/PEI/AuNP-GS, sem a funcionalizacdo com FAD. Neste grafico verifica-se que a

seletividade do sensor pela DA aumenta em relacdo ao ouro puro. O AA e 0 AU
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apresentaram respectivamente 26 e 55% da resposta analitica da DA. No entanto, essa
resposta ainda é elevada, considerando que em amostras complexas o AA e AU irdo
contribuir para superestimar a concentracdo de DA durante a detec¢édo eletroquimica pela

metodologia testada.

Figura 51: Gréfico da comparacdo da densidade de corrente gerada pela interagdo do
dispositivo Au/11-Mua/PEI/AUNP-GS com a DA (0,8 pumol L™?) e os possiveis
interferentes AA e AU (1,6 umol LY).
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Por fim, foram comparados os desempenhos dos 3 dispositivos: (i) ouro puro, (ii)
Au/11-Mua/PEI/AuNP-GS e (iii) Au/11-Mua/PEI/AuNP-GS-FAD na deteccdo de 0,8
umol Lt de DA, ilustrado na Figura 52. Verifica-se que o desempenho do dispositivo
proposto neste trabalho, funcionalizado com o FAD é o menor entre os 3 testados,
apresentando 77 e 58% da densidade de corrente do ouro puro e do Au/ll-
Mua/PEI/AuNP-GS, respectivamente.
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Figura 52: Comparacédo da densidade de corrente gerada pela intereacdo de DA com 0s
dispositivos: ouro puro, Au/11-Mua/PEI/AuNP-GS e Au/11-Mua/PEI/AuNP-GS-FAD.

2,0 -
1,8 4
1,6 4
1,4+
—
g ]
£ 1,24
o ]
< 1,0 4
3 J
~ 0,8
7 05l
- 0,6-.
0,4
0,2
0,0 <
Au/11-Mua/ Au/11-Mua/
PEI/AuNP-GS PEI/AuNP-GS-FAD

A partir dos dados aqui apresentados é possivel verificar que o desempenho da
deteccdo da DA pelo dispositivo funcionalizado com o FAD ¢é prejudicado em relacédo a
sua densidade de corrente, possivelmente devido ao comprometimento da transferéncia
de carga na interface eletrodo-solucgdo pela presenca da molécula biol6gica. No entanto,
em relacdo a sua seletividade, o dispositivo proposto possui desempenho melhorado,
apresentando preferéncia na interacdo com a DA, mesmo sendo exposto a altas
concentracfes de AA e AU como demonstrado na Figura 49. A seletividade é uma
caracteristica almejada no desenvolvimento de biossensores, em especial para aplicacao

em amostras complexas como sera apresentado na proxima secao.

5.11. AMOSTRA REAL

A exatiddo da medida é definida pelo grau de concordancia entre a medida na
amostra real e o valor esperado, para concentragdes determinadas do analito. Deve-se usar
no minimo 3 concentracBes diferentes da curva de calibracdo, sendo uma baixa, uma
média e uma alta, cada uma em triplicata. A exatiddo é expressa pelos valores de
recuperacdo que irdo demonstrar a proximidade dos resultados obtidos na medida de
amostra com os valores verdadeiros (ANVISA, 2017). A recuperacdo é calculada pela

Equacéo 10:

concentracio média eperimental

x 100 Equacéo 10

Recuperacio = —
concentracao teorica
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Quanto mais proximo de 100%, mais exato sera considerado o método, no entanto,
séo considerados valores entre 80% e 120%. A variagdo na porcentagem de recuperagéo
tem relacdo com o efeito matriz da amostra biolégica. Os componentes de uma matriz
complexa podem interferir na seletividade e na sensibilidade do método analitico,
reduzindo ou aumentando os valores de recuperacdo (ANVISA, 2003; MELO; SOUZA,
2015).

A fim de testar a deteccdo do biossensor em uma matriz complexa, e checar a
exatiddo da metodologia proposta foram realizadas as medidas de detecgdo em amostras
de urina humana. A urina foi centrifugada a 5000 rpm por 30 minutos, com o objetivo de
separar particulas maiores da suspensao, pelo fato de células do epitélio do sistema
urinario interferirem na deteccdo eletroquimica. O sobrenadante foi diluido 10 vezes em
tampdo PBS, pH 7,4, e foi realizada a adicdo de DA a essa mistura. A amostragem de
hormonios e seus metabdlitos em urina se mostra desejavel por ser uma amostra que é,
na maioria das vezes, ndo invasiva, em comparagdo com o sangue.

Foram realizadas 3 adi¢Oes da amostra real para detecgdo de DA, nos valores de
2,4,4,0 e 8,0 umol L, sendo realizadas em triplicata. A Tabela 13 apresenta os valores
de recuperacdo obtidos para cada uma das adicdes de DA com a amostra real, sob as

mesmas condicOes da deteccdo intraday e interday.

Tabela 14: Resultados de recuperacao do método para deteccdo de DA nas concentragdes

em 2,4, 4,0 e 8,0 umol L em urina humana.

[DA] pmol L1 Recuperacao RSD
2,4 85% 6,8%
6,4 87% 8,0%
8,0 90% 1,4%

A partir da Tabela 11 verifica-se que o dispositivo desenvolvido possui
capacidade de deteccdo de DA em amostras bioldgicas, pois apresenta valores de
recuperacdo que variam entre 85 e 90%. Adicionalmente os baixos valores de RSD, que
ficaram entre 1,4 e 8,0% demonstram a boa repetibilidade dos resultados de deteccéo
obtidos em matriz complexa. Dessa maneira 0 método desenvolvido pode ser considerado

exato.
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6. CONCLUSAO

A deteccdo de DA é de grande interesse clinico por ser um bom biomarcador para
doencas como a doenca de Parkinson e a esquizofrenia que afetam milhdes de pessoas ao
redor do mundo. A DA é um neurotransmissor produzido em diversas partes do cérebro
e degradado pela enzima MAO. O FAD é o cofator presente no sitio ativo da MAO e
responsavel pela transferéncia de elétrons durante a reacéo de oxidacao da DA.

Neste trabalho foi possivel testar a deteccdo de DA através de um biossensor que
utiliza o FAD como biorreceptor para a DA, e AuNPs, o polieletrdlito catibnico PEI, o
alcanotiol 11-Mua e o substrato de ouro como transdutores de sinal. A sintese das AUNPs
estabilizadas com GSH foi confirmada pela técnica de espectroscopia de UV-Vis e FTIR.
A ancoragem do FAD nas AuNP-GS foi evidenciada pelas técnicas de espectroscopia de
UV-Vis, Fluorescéncia e FTIR. A modificagdo do substrato de ouro com o 11-Mua, PEI
e AuNP-GS-FAD foi monitorada pelas técnicas de espectroscopia de UV-Vis, FTIR,
AFM, e VC.

O biossensor desenvolvido foi testado através da técnica de DPV e apresentou
limite de deteccdo de 0,525 pmol L, limite de quantificacdo de 1,75 pumol L? e
sensibilidade de 1,25 pA / umol L™ cm, com faixa linear de trabalho de 0,8-8,0 pmol L-
1 A detecgdo de DA também foi testada em amostra de urina humana e os valores de
recuperacdo encontrados ficaram entre 85-90%. Esses resultados indicam que a
metodologia desenvolvida é capaz de detectar a presenca de DA em amostras bioldgicas
e quantificar concentracdes de DA em amostras farmacéuticas. Além disso o biossensor
foi estudado com base em sua repetibilidade intraday e interday demonstrando ser um
método reprodutivel. O dispositivo também apresentou boa estabilidade, de até 20 dias,
com respostas analiticas semelhantes ao do primeiro dia. Adicionalmente o biossensor foi
considerado seletivo para DA ao ser testado na presenca de altas concentraces de
possiveis interferentes presentes na urina humana, como o acido Urico, acido ascorbico,
serotonina e ureia.

Ressalta-se que a arquitetura desenvolvida neste trabalho é inédita e ndo se limita
apenas a deteccdo de DA ja que durante o texto de interferentes foi possivel detectar a
serotonina em um potencial de 0,3 V, o0 que coloca em perspectiva a deteccdo simultanea
de neurotransmissores. Dessa maneira € possivel afirmar que a metodologia desenvolvida

possui boa perspectiva de aplicacdo em amostras bioldgicas e farmacéuticas, contribuindo
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para a melhora dos tratamentos fornecidos a pacientes com esquizofrenia, e limitando o

agravamento do quadro clinico desses pacientes.
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